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RESUMEN 

Las células de MOiiar (glla radial de la retina) presentan una disposición 

particular en la arquitectura de la retina de los vertebrados, atravesándola en 

todo su espesor (Roblnson y Dreher, 1990). Los procesos de estas células se 

encuentran rodeando las sinapsis que establecen las neuronas en las capas 

plexiformes. Esta disposición, junto con la presencia de receptores a Glu así 

corno de sistemas de transporte para el Glu y el GABA, sugiere que la glla de 

MOlller participa activamente en los procesos de transmisión de la retina. La 

rápida terminación de la acción sináptlca del Glu y la Gly se logra a través de su 

recaptura en la terminal slnáptica y células gllales adyacentes. En el SNC de 

vertebrados, la Gly actúa corno neurotransmisor inhibldor y corno modulador o 

coagonlsta del Glu en los receptores postslnápticos del tipo NMDA. Trabajos 

anteriores han descrito receptores del tipo NMDA en las células de MOiiar de la 

retina de pollo acoplados a la cascada de fosfolnosítldos, la entrada de calcio y 

la activación de la PKC (López-Colorné et al., 1993) y han reportado la co

localizaclón de los transportadores de Gly y los receptores de NMDA en cerebro 

(Srnlth et al., 1992). Ya que la concentración de Gly podrla participar en la 

modulación de la transmisión excitadora en las vfas verticales de transmisión en 

la retina a través de los receptores de NMDA, el objetivo de este trabajo fue el 

de demostrar la presencia de un sistema de transporte de Gly en la glla de 

MOiiar. El estudio se realizó en cultivos connuentes de células de MOiiar de 

embriones de pollo de 7 dfas. Los ensayos de transporte se llevaron a cabo a 

37°C en buffer Krebs-Rlnger Blrcarbonato que contenía Gly 1 rnM (fHJ-GlylGly 

1:25000). El transporte de Gly hacia un compartimiento osrnótlcarnente sensible 

llega al equilibrio a los 30 minutos. El proceso requiere de energía metabólica ya 

que el iodacetato (1mM), la ouabafna (200µM) y el cianuro de potasio (1mM) 



Inhibieron el transporte en un 23%, 58% y 15% respectivamente; el 2,4-

dinitrofenol (50µM) no tuvo efecto sobre el transporte. La sarcosina (1mM) 

Inhibió competltivamente al transporte, mientras que la taurina, la 0-serlna. el 

GABA y la p-alanlna (1mM) no tuvieron efecto. El transporte de Gly resultó ser 

sensible a los cambios de pH del medio extracelular; el pH óptimo para el 

transporte fue 7.4. El análisis cinético de la curva de saturación para la Gly en 

un Intervalo de concentraciones de 0.01 a 2 mM (['H]-Gly/Gly 1 :5000), reveló 

dos sistemas de transporte: uno de baja afinidad con una Km de 579 µM, V.,.. 2.3 

nmol/mg de protefna en 10 minutos, y otro de afta afinidad con una K.. de 43.8 

µM, V.,.. de 5.5 nmol/mg de protelna en 10 minutos. La dependencia fónica se 

estudió pra ambos sistemas (reemplazando al NaCI con cloruro de colina o LiCI 

en el caso del Na+. o con Gluconato de sodio en el caso del CI") y se demostró 

una alta dependencia por el sodio en el medio extracelular; el sistema de alta 

afinidad mostró también dependencia por el cloro. Estos resultados demuestran 

que las células de la glfa de MOiiar presentan un sistema de transporte de Gly, 

por lo que podrlan participar en la modulación de la transmisión excitadora en la 

vfa vertical de la retina a través de los receptores de NMDA, al regular las 

concentraciones de Gly en el espacio extracelular. 
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ABREVIATURAS 

AIB = ácido 2-amlnolsobutlrico 

ALS = esclerosis amlotróflca lateral 

AMPA = a-amlno-3-hldroxl-5-metll-4-lsoxazol proplonato 

Asp = aspartato 

A TP = aclenosln trifosfato 

CI = curie, unidad de radioactividad 

DIV = dlas In Vitro 

DNP = dlnltrofenol 

GABA = ácido y-amino butlrico 

GFAP = protelna acldlca fibrilar glial 

Gly = glicina 

rHJ-Gly = glicina trillada 

Glu = glutamato 

HEPES = ácido N(2-hldroxletll)plperazln-N'-(2-etanosulfónlco) 

KA= kalnato 

KCN = cianuro de potasio 

K... = constante de afinidad 

KRB = Krebs Rlnger Bicarbonato 

MeAIB = ácido 2-(metllamlno)lsobutlrico 

NMDA = N-metll-D-aspartato 

PKC = protelna clnasa C 

SNC = sistema nervioso central 

Tris Tris(hldroxi-metll)amlno metano 

V.,.. = velocidad máxima 
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INTRODUCCIÓN 

l. LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS 

a. Morfología 

La retina es una capa delgada de tejido nervioso localizada en la parte 

posterior del ojo, donde se lleva a cabo la recepción de los estímulos visuales y 

los primeros pasos del procesamiento de Información de la vra visual (Shepherd, 

1974). La organización laminar y el número limitado de tipos celulares que 

presenta facilitan la Identificación y localización de distintas funciones 

bloqufmlcas y fisiológicas. En este sentido, la retina de los vertebrados ha sido 

considerada un buen modelo para estudiar ar sistema nervioso central (SNC) 

(Farber y Adiar, 1986). La retina de las aves es un modelo que ofrece grandes 

ventajas: en primer lugar, contiene un sólo tipo de células gllales, las células de 

MOiiar. En segundo lugar y al contrario de la retina de los mamlferos, la de las 

aves es avascular y, por lo tanto, su análisis bloqulmlco no se complica por la 

presencia de células endoteliales y elementos sanguíneos. En tercer lugar, las 

retinas de embriones de pollo de edad temprana pueden continuar su desarrollo 

In vltro bajo condiciones de cultivo relativamente simples. Y por último, el tejido 

de la retina de las aves puede ser fácilmente disociado en una suspensión de 

células para luego formar cultivos adherentes en monocapa y asl obtenerse en 

etapas definidas del desarrollo (Moscona, 1983). 

La retina de vertebrados está constituida por tres tipos celulares básicos: 

neuronas, células del epitelio pigmentado y células gliales (Wheater et al .. 

1987). Dentro de las neuronas hay 5 tipos distintos: los fotorreceptores (conos y 

bastones), las células bipolares, las células horizontales, las células amacrinas y 

las células ganglionares; y dentro de las células gliales hay dos tipos: las células 
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Figura 1. Diagrama de las capas de la retina de los vertebrados y sus relaciones 
slnáptlcas. EP, epitelio pigmentado; B. bastones; C, conos; MLE, membrana 
llmltante externa; CNE, capa nuclear externa; CPE, capa plexiforme externa; 
CNI, capa nuclear Interna; CPI, capa plexlforme Interna; CCG, capa de células 
ganglionares; FNO, fibras del nervio óptico; MLI, membrna llmitante Interna 
(Wheater et al., 1987). 



de Müller y los astrocitos (Newman, 1985). 

Histológicamente, la retina de vertebrados se divide en varias capas 

distintas (Flg. 1 ). La capa más externa se encuentra formada por las células del 

epitelio pigmentado organizadas en una monocapa que descansa sobre la 

membrana de Bruch y que separa al resto de la retina de los capilares 

sangufneos coroideos. La segunda capa comprende a los segmentos externo e 

interno de conos y bastones y a una estructura delgada conocida como la 

membrana limitante externa, constituida por las uniones entre las células de 

Mülier y que los separa de la siguiente capa: la nuclear externa, formada por los 

cuerpos celulares de los fotorreceptores (Wheater et al, 1987). A ésta le sigue la 

capa plexlforme externa, en la que se establecen sinapsis entre fotorreceptores, 

células bipolares y células horizontales, seguida de la capa nuclear Interna 

donde se encuentran los cuerpos neuronales de las células horizontales, 

bipolares y amacrlnas. Después se encuentra la capa plexiforme interna donde 

se establecen sinapsis entre células bipolares, amacrlnas y ganglionares; y por 

último, la capa de células ganglionares cuyas fibras aferentes convergen en un 

punto para formar el nervio óptico (Dowling, 1970). Funcionalmente la retina de 

los vertebrados se divide en retina externa (fotorreceptores y capa plexlforme 

externa) y retina Interna (capa nuclear externa y siguientes). 

Atendiendo a su morfologla, el segmento externo de los bastones es 

cillndrlco, mientras que el de los conos es, como su nombre lo dice, cónico. 

Ambos tipos de segmento externo contienen una serle de discos membranosos 

apilados que Incorporan en sus membranas las moléculas de pigmento 

encargadas de absorber la luz (Schnapf y Baylor, 1987) (Fig. 2). En el caso de 

los bastones este pigmento es la rodopslna, que absorbe la luz a una longitud 

de 
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Figura 2. Diagrama esquemático de los fotorreceptores. A la derecha se muestra 
un cono, a la Izquierda un bastón. Tanto los conos como los bastones consisten 
de un segmento externo (A) y uno interno (8) conectados por un puente clliar. El 
segmento Interno de ambos tipos celulares contiene al núcleo y la mayor parte 
de la maquinaria bloslntétlca y se continúa con la terminar de la pélula 
fotorreceptora o axón {E), la cual forma sinapsis con los siguientes elementos 
neuronales de la retina. El segmento externo contiene un sistema de discos 
membranosos apllados que se forman a partir de invaginaciones de la 
membrana plasmática y que contienen a los pigmentos visuales. C, membrana 
limltante externa; O, célula de MOiiar (Wheater et al., 1987). 



onda de 500 nm y están especlallzados para la recepción de luz tenue. Los 

conos contienen los pigmentos especlficos para la visión en color y están 

especlallzados para la recepción de luz brillante (Shepherd, 1974). 

Las células blpolares, en general, hacen conexiones directas entre uno o 

más fotorreceptores y una o más células gangllonares, transmitiendo en sentido 

vertlcal la Información vlsual. Las células horizontales presentan varios procesos 

cortos, y uno más delgado y largo que los demás al cual se le considera como 

axón. Estos procesos conectan lateralmente, en la capa plexiforme externa, a 

conos y bastones ya sea contiguos o más lejanos. Las células amacrlnas 

poseen uno o dos árboles dendríticos que dan lugar a numerosas ramas, las 

cuales hacen conexión con células bipolares y células gangllonares en la capa 

plexlforme Interna y, en ocasiones, con fotorreceptores en la capa plexlforme 

externa (Wheater et al, 1987). 

Las células de la glfa de Müller son de gran !amano y atraviesan 

prácticamente toda la retina, extendiéndose desde la membrana llmltante Interna 

hasta los fotorreceptores (Farber y Adiar, 1986). Su núcleo se encuentra en la 

capa nuclear Interna y a través de largos procesos cltoplásmlcos rodea a las 

neuronas, llenando así los espacios Intercelulares (Wheater eta/, 1987). 

b. Neurotransmlslón en la retina 

Estudios farmacológicos y registros electrofislológlcos Intracelulares han 

proporcionado pruebas de que los aminoácidos excitadores son Importantes 

neurotransmisores en la retina de vertebados. Estos estudios sugieren que los 

fotorreceptores, las celulas bipolares y algunas células amacrlnas utlllzan 

glutamato o aspartalo corno neurotransmisor, de manera que la vía vertical de la 
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retina que va de los fotorreceptores a las células bipolares y de éstas a las 

células ganglionares es excitadora (Millar y Slaughter, 1885). 

Las altas concentraciones de la enzima aspartato amlnotransferasa, 

enzima que sintetiza aspartato y glutamato, presentes en fotorreceptores, 

células bipolares y algunas amacrinas; asl como la presencia de sistemas de 

transporte de alta afinidad para estos aminoácidos, son otro tipo de evdencla 

que apoya la Idea de que los aminoácidos excitadores son los transmisores 

endógenos en la vla vertical de la retina (luvone, 1986). 

Los dos principales neurotransmisores lnhlbldores son el ácido y· 

amlnobutlrico (GASA) y la Gly. Las células horizontales y las amacrinas llevan a 

cabo el procesamiento lateral de Información en las capas plexiforme externa e 

Interna, respectivamente. En todos los vertebrados, el GASA y la Gly se 

localizan en algunas células amacrinas, y en vertebrados inferiores, el GASA se 

localiza también en algunas células horizontales (Daw et al., 1989). 

La Gly está presente en la retina de vertebrados a concentraciones muy 

similares a las encontradas en el SNC (Pasantes-Morales et al., 1972). Las 

concentraciones más altas de Gly dentro.de la retina se han encontrado en la 

capa plexiforme Interna, en la capa de células ganglionares y en las células 

amacrlnas. La [3H]"Gly se acumula en la retina por sistemas de transporte de 

alta afinidad y los estudios autorradlográficos han indicado que ésta se 

concentra principalmente en las células amacrlnas (luvone, 1986). Además, se 

ha demostrado la liberación de Gly, tanto acumulada como endógena, 

estimulada por potasio y dependiente de Ca,. en la retina (López-Colomé et al., 

1978). 

Dentro de las catecolaminas, la dopamlna es la que se encuentra 

principalmente en la retina de los vertebrados, predominantemente en una 

subclase de células amacrlnas y se le ha atribuido una función 
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neuromoduladora. En la mayorla de los vertebrados, otra subclase de células 

amacrlnas utilizan a la acetilcollna (ACh) como neurotransmisor. 

//. LA GLIA DEL SISTEMA NERVIOSO DE VERTEBRADOS 

a. Tipos de Células Gllales 

La mayorla de las neuronas en el sistema nervioso se encuentran 

rodeadas por células satélite. Estas células satélite fueron descritas por primera 

vez en 1846 por Rudolf Virchow, quien las llamó neuro. glla (del griego g//a, 

•pegamento"). Se calcula que las células gllales son entre 10 y 50 veces más 

numerosas que las neuronas en el sistema nervioso de vertebrados (Nlcholls et 

al., 1992). 

La neuroglfa del sistema nervioso de vertebrados se ha divldlo en dos 

grandes clases: la mlcroglla y la macroglla. La microglfa está formada por 

células fagocltlcas que se mobllizan después de una lesión o Infección y son de 

origen mesodénmico. La macroglla son células de origen ectodérmico y se divide 

en tres grupos: los oligodendrocitos, las células de Schwann y los astrocitos. 

Los oligodendrocitos y las células de Schwann son células pequel'ias con 

pocos procesos y se encargan de formar la vaina de mielina alrededor de los 

axones de las neuronas. Esta vaina de mielina aisla eléctricamente a los 

axones, de manera que se incrementa la conducción de las sel'iales eléctricas. 

Los ollgodendrocitos se encuentran en el sistema nervioso central y pueden 

envolver a varios axones, mientras que las células de Schwann son exclusivas 

del sistema nervioso periférico y envuelven a un sólo axón. 
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Los astrocltos son el más abundante de los tres grupos que comprende la 

macroglfa, sus cuerpos celulares son Irregulares y presentan largos procesos. 

Una de las funciones que se les ha atribuido es la de Intervenir en la formación 

de la barrera hematoencefállca, pues al hacer contacto con los vasos 

sangulneos provocan la formación de uniones estrechas entre las células 

endotellales que Impiden el paso de sustancias tóxicas de la sangre al cerebro. 

Algunos astrocltos presentas ples terminales que hacen contacto con neuronas 

y vasos sangulneos, lo que ha hecho pensar que también tienen la función de 

nutrir a las neuronas. Por otro lado, parece ser que, al Igual que la microglla, 

eliminan los restos neuronales y ayudan a sellar el tejido nervioso daiiado 

después de una lesión. Por último, el potencial de reposo de los astrocitos está 

determinado por su alta permeabilidad al K•. Como resultado, los astrocltos 

recapturan y amortiguan el exceso de K• liberado por las neuronas cuando su 

actividad es alta, protegiéndolas asl de la despolaizaclón que resultarla de la 

acumulación de K• en el espacio extracelular (Kandel et al., 1991). 

De un tipo de astrocltos deriva la glla radial, la cual se caracteriza por 

presentar una forma alargada y por extenderse en la pared cerebral durante el 

desarrollo formando filamentos alargados sobre los cuales las neuronas en 

desarrollo migran hacia su destino final (Nlcholls et al., 1992). Dentro de la glla 

radial se Incluyen a las células ependlmales, a las células gllales de Bergmann 

en el cerebelo y a las células de Müller en la retina (Bartlett et al .. 1961). 

b. Funciones Generales 

Hallazgos recientes indican que las células gllales, aunque no son 

capaces de generar potenciales de acción debido a que su potencial de 
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membrana es muy electronegativo, realizan muchas más funciones de las que 

se pensaba hace tiempo y que modulan la actividad neuronal. Por medio de 

registros Intracelulares se observó que los potenciales de reposo de las células 

gllales eran mucho mayores que los de fas neuronas a las que rodeaban 

(Barres, 1991). En vertebrados, los potenciales de membrana más altos 

registrados en neuronas oscilan entre -70 y -75 mV, mientras que los valores 

para las células gllales se acercan a los -90 mV. Este potencial de reposo de las 

células gllales está determinado por el potencial de equilibrio del K·, ya que 

presentan una alta permeabilidad a estos Iones, al mismo tiempo que presentan 

una baja permeabilidad por los Iones Na· y ca2· (Nicholls et al., 1992). Como 

consecuencia de fa actividad neuronal prolongada, fa concentración de K• en el 

espacio perlaxónal aumenta de dos a cinco veces; un Incremento de esta 

magnitud Influye de manera considerable sobre el potencial de membrana y 

propiedades metabólicas de las células gllales asf como sobre fas respuestas 

neuronales: alterando por ejemplo fa cantidad de neurotransmisor liberado por 

las neuronas preslnáptlcas, modulando las Interacciones neuronales reciprocas, 

o afectando el umbral de activación de las células postslnáptlcas. Las 

concentraciones de K• Iniciales (pre-estímulo) deben de ser restablecidas para 

que un segundo Impulso nervioso pueda llevarse a cabo (Ripps y Wltkovsky, 

1983). Se ha propuesto entonces que las células gllales regulan fa 

concentración de K• del medio extracelular gracias a su alta conductancla para 

este Ión, capturándolo en las reglones con una alta concentración y liberándolo 

en reglones distales donde su concentración es menor (Orkand 1966). 

Se ha encontrado que las células gliales presentan sistemas de recaptura 

de neurotransmisores y, ya que las sinapsis se encuentran por lo general 

encapsuladas por los procesos de fas células gllales, se ha propuesto que 

juegan un papel Importante en la terminación de la transmisión. También se ha 
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pensado que funcionan proporcionando aislamiento a las sinapsis ya que evitan 

que el neurotransmisor se esparza a sinapsis cercanas. Entre los sistemas de 

transporte que se han localizado en las células gllales está el de Glu, en el cual 

el transporte se ve acompal'\ado de dos Iones Na• al mismo tiempo que se 

transportan en sentido contrario un Ión K• y un grupo oH· o bien un HCO,". Por 

lo tanto, la captura de Glu provoca la alcalinización del medio extracelular, de 

manera que las células gllales pueden regular los cambios extracelulares de pH 

Inducidos por la actividad neural (Bouvier et al., 1992). Otra consecuencia de la 

captura de Glu por las células gliales es que mantiene bajos los niveles de Glu 

en el medio exracelular. De acuerdo con la hipótesis de la excltotoxlcldad, un 

exceso en la liberación de Glu resulta en la degeneración de varias poblaciones 

neuronales en el sistema nervioso central, como ocurre por ejemplo en la 

Isquemia y en la hlpoxla (Siliprandi eta/., 1992). 

La glla presenta una enzima característica, la glutamlna slntetasa, que 

cataliza la amlnaclón de glutamato en glutamina, precursor de varias vías 

bloslntétlcas, como de la síntesis de los neurotransmisores Glu y GABA. Otra 

enzima caraterlstlca de las células gllales es la anhldrasa carbónica, la cual 

catallza la hidratación del dióxido de carbono y por lo tanto está Involucrada en 

las funciones respiratorias vitales. Esta enzima también participa en la 

regulación del movimiento lónlco y el balance de fluidos, por lo que juega un 

papel Importante en la homeostasis y, como Influencia los equilibrios de Na• y 

K·, afecta Indirectamente la actividad neuronal (Moscona, 1983). 

Las células gllales en cultivo son capaces de responder a numerosos 

neurotransmisores con cambios en el potencial de membrana. Se ha 

demostrado tanto In vitro como In vivo que estos cambios son mediados por los 

receptores a neurotransmisores presentes en las células gllales. Se han 

encontrado receptores para Glu y GABA en astrocitos In vltro, con 
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caracterlstlcas similares a los encontrados en neuronas. Los astrocltos en cultivo 

también expresan receptores para neurotransmisores que activan sistemas de 

senales intracelulares como son: el incremento de las concentraciones 

Intracelulares de dlacil glicerol, fosfatos de inosltol, Ca,., AMPc y GMPc; los 

cuales a su vez pueden modular la actividad de canales lónlcos y enzimas 

(Barres, 1991). En las células de Müller de la retina se ha demostrado la 

estimulación de la hidrólisis de fosfatidil lnositol blfosfato (PIP2) por la activación 

de receptores a aminoácidos excitadores (López·Colomé et al., 1993). La 

presencia de receptores para neurotransmisores en la glla sugiere que debe de 

ocurrir una senallzaclón entre neuronas y glla a través de neurotransmisores. 

Las células gliales también sintetizan y, en ocasiones, liberan 

neurotransmisores como las células de Schwann del axón gigante de calamar 

que normalmente sintetizan y liberan acetilcolina (Heumann et al., 1981). Las 

células gllales no contienen veslculas sinápticas, pero se ha SUQerido que la 

liberación de neurotransmisores se lleva a cabo a través de la operación en 

reversa de las protelnas transportadoras de neurotransmisores que 

normalmente funcionan capturándolos (Amara y Kuhar, 1993). 

Ya que las células gllales presentan un alto grado de plasticidad en 

respuesta a las señales neuronales, cambios a largo plazo en las propiedades 

de la membrana de las células gliales podrán mediar cambios a largo plazo en la 

función slnáptlca (Barres, 1991). 

c. La Glia de MOiiar 

En la retina de vertebrados se han identificado dos tipos de células 

gllales: las células de MOiiar y los astrocitos, estas últimas presentes sólo en 
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retinas vascularizadas {Rasmussen, 1974). En la retina de las aves, las células 

de Müller son el único tipo de gllocito presente y, por lo tanto, combinan 

funciones que en otras partes del sistema nervioso están compartimentalizadas 

en diversos tipos de células gliales (Moscona, 1983). 

Las células de MOiiar de la retina de los vertebrados son células 

orientadas radialmente que se extienden a todo lo largo de la retina, desde la 

capa de fibras del nervio óptico hasta el nivel de los segmentos internos de los 

fotorreceptores {Flg. 4). El ple terminal de la célula de Müller es una expansión 

cónica que termina en la membrana llmitante Interna de la retina, la cual está 

formada por fibras de colágeno y gllcoprotelnas a las cuales se adhieren las 

células de Müller. El tronco principal pasa verticalmente a través de la capa de 

fibras ópticas, de la capa de células ganglionares y de la capa plexiforme interna 

hasta llegar a la capa nuclear interna, donde se localiza el núcleo de la célula de 

Müller, por lo que a este nivel se observa un ensanchamiento del tronco 

principal. Los procesos laterales que salen del tronco principal forman una matriz 

que rodea al pericarlon de las células ganglionares. Distal al núcleo, al llegar a la 

membrana llmltante externa, la célula de Müller forma una serie de 

mlcrovellosldades que penetran entre los cuerpos de los fotorreceptores al 

espacio subretlnal. A estas estructuras se les ha llamado canastas de Schultze y 

contribuyen a la formación de la membrana limltante externa. En las capas 

plexiformes, las células de MOiiar emiten numerosas ramificaciones horizontales 

que por lo general están lntimamente asociadas a dendritas neuronales y 

sinapsis. En la capa nuclear Interna, las células de Müller envuelven 

parcialmente a las neuronas adyacentes, mientras que en la capa nuclear 

externa y en la capa de células ganglionares las envuelven totalmente 

(Roblnson y Dreher, 1990). 
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Figura 4. Dibujos en cámara lúcida de células de MOiiar y su ubicación respecto 
a las diferentes capas de la retina. NFL, capa de fibras nerviosas; GCL, capa de 
células ganglionares; IPL, capa plexlforme Interna; INL, capa nuclear Interna; 
OPL, capa plexlforme externa; ONL, capa nuclear externa; IS, segmento Interno 
del fotorreceptor (Roblnson y Dreher, 1990). 
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Con base en estudios citoqulmlcos y estructurales Magalhaes y Coimbra 

(1972) dividieron a las células de MOiiar en tres zonas: (1) la porción interna de 

la célula, que se extiende desde la membrana llmitante interna hasta el limite 

entre las capas plexlforme Interna y nuclear Interna, que contiene principalmente 

microfilamentos, retlculo endoplásmlco liso as! como una gran cantidad de 

gránulos de glucógeno; (2) la porción media de la célula, que ocupa la capa 

nuclear interna y contiene al núcleo, as! como retlculo endoplásmlco rugoso 

abundante y el aparato de Golgl; y (3) la porción externa de la célula que se 

extiende hasta la capa de fotorreceptores y se caracteriza por presentar 

numerosos mlcrotúbulos y mitocondrlas. Por estas características se concluyó 

que la porción interna de la célula es responsable de la síntesis, 

almacenamiento y liberación de glucógeno; la porción media se encarga de la 

slntesis y transporte de proteínas estructurales y de secreción; y la porción 

externa está especializada en la absorción y en el transporte intracelular activo. 

Las células de MOller parecen tener un papel Importante en el desarrollo. 

Son de las primeras células retinales en nacer y, ya que se extienden a todo lo 

grueso de la retina y están en contacto directo con la mayorla de las neuronas 

en desarrollo, es muy probable que estén Involucradas en la Inducción y en la 

organización de las capas nucleares y plexiformes (Moscona, 1983). 

No se aprecian diferencias moñológlcas significativas entre células de 

MOiiar de retinas vascularlzadas y avasculares (Rasmussen, 1974). El potencial 

de membrana también varia muy poco de una especie a otra y es de alrededor 

de -ao mV. Este potencial de membrana está dado por la concentración externa 

de K', ya que las células de MOller son altamente permeables a este Ión. La 

conductancia al K' no es uniforme en toda la célula. El exceso de K' producido 

por la actividad de las neuronas retinales es capturado por estas células y la 

salida de este Ión ocurre en la reglón de la célula donde se presente la mayor 
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conductancla a éste. En especies con retinas vascularizadas, la conductancla es 

mayor en Ja porción de Ja célula que corresponde a la capa nuclear Interna. En 

esta misma región, Jos capilares rodean a Jos procesos de las células de Müller, 

por Jo que se propone que en esta zona se libera el K• hacia los vasos 

sangulneos. En especies con retinas avascularizadas, Ja mayor conductancla se 

presenta en el pie terminal de las células, por Jo que el exceso de K• es liberado 

al humor vítreo (Newman, 1987). 

Las células de Müller presentan sistemas de transporte de alta afinidad 

dependientes de Na· para aminoácidos neurotransmisores. En estas células se 

ha demostrado la presencia de un sistema de transporte para el GASA 

(Graham, 1972). El L-Glu, L-Asp y el 0-Asp comparten un sistema de transporte 

de alta afinidad, también dependiente de Na'. Este sistema ha sido 

caracterizado en cultivos primarios de glfa de MOiiar (Somohano y López

Colomé, 1991). Este sistema de transporte es capaz de liberar Glu si se elevan 

las concentraciones de K• extracelulares, pues el transportador funciona 

expulsando K' al mismo tiempo que captura Glu y Na·. Al elevar las 

concentraciones de K• extracelulares el transporte se revierte, liberándose Glu 

(Szatkowsky et al., 1990). Se ha propuesto entonces que las células de Müller 

juegan un papel Importante en el control de los niveles extracelulares de estos 

neurotransmisores. Además, las células de MOiiar presentan sistemas 

enzimáticos para la conversión o degradación de estas sustancias como la 

glutamlna slntetasa, Ja GASA transamlnasa (GABA-T) y la deshldrogenasa de 

semlaldehldo succfnlco (SSA) (Rlpps y Witkovsky, 1985). 

18 



///. TRANSPORTADORES DE NEUROTRANSMISORES 

a. Función en el Sistema Nervioso 

Una de las principales funciones que desempei'lan los sistemas 

transportadores de neurotransmisores es la de terminar la transmisión slnáptlca. 

La neurotransmlslón qulmlca se lleva a cabo en cuatro pasos: (1) la slntesls del 

neurotransmisor, (2) el almacenamiento y liberación de este neurotransmisor por 

parte de la terminal slnáptica, (3) la Interacción del neurotransmisor con sus 

receptores en la membrana postslnáptica y, (4) la eliminación del 

neurotransmisor del espacio slnáptlco. La eliminación del transmisor liberado es 

critica para que termine la transmisión sináptlca. SI el transmisor liberado 

perlsltlera en el espacio slnáptlco, una nueva sel'lal no podrla tener lugar ya que 

los receptores se encontrarlan desenslblllzados. Existen tres mecanismos por 

medio de los cuales se termina la acción del transmisor liberado: la difusión del 

neurotransmisor hacia afuera del espacio sináptico a través del fluido 

extraneuronal; la degradación enzimática del neurotransmisor, mecanismo 

utilizado principalmente por el sistema colinérgico; y la recaptura del 

neurotransmisor por medio de moléculas transportadoras o acarreadoras, 

especificas para cada transmisor y presentes tanto en la membrana de la 

neurona preslnáptica como en la membrana de las células gliales que se 

encuentran rodeando a la sinapsis (Kanner, 1994). 

Los transportadores de neurotransmisores dependientes de sodio son el 

principal medio por el cual se inactiva al neurotransmisor en el espacio slnáptlco 

(Nelson y Lill, 1994). Estos acarreadores transportan al neurotransmisor a través 

de la membrana plasmática de las células neuronales y gliales vecinas junto con 
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Iones Na•. Tlplcamente, la concentración de iones K• en el Interior de las 

neuronas y células gliales es mayor que la concentración extracelular de este 

ión, mientras que la concentración Intracelular de iones Na· es menor que la 

extracelular. El co"transporte de un neurotransmisor con Iones Na· a favor del 

gradiente electroqufmico de este Ión (hacia adentro de la célula), proporciona la 

energfa necesaria para conducir al neurotransmisor hacia el interior de la célula, 

en contra de su gradiente de concentración (Kanner, 1994 ). 

La lnactlvación rápida del neurotransmisor liberado por su recaptura en la 

terminal slnáptlca o células gliales, es un mecanismo más eficiente para terminar 

la transmisión que el de la simple difusión del transmisor lejos del sitio de 

liberación. Evitar la difusión del neurotransmisor lejos de la sinapsis donde fue 

liberado, minimiza el riesgo de que el neurotransmisor actúe sobre sinapsis 

adyacentes (Uhl y Johnson, 1994). 

La recaptura de muchos neurotransmisores en la terminal nerviosa y 

luego en los compartimentos vesiculares permite el reciclaje, es decir, que las 

mismas moléculas de neurotransmisor sean utilizadas otra vez, lo que trae 

consigo un ahorro en costos sintéticos (Jursky et al., 1994). Estudios recientes 

han demostrado que los transportadores de neurotransmisores, en ciertas 

condiciones tanto fisiológicas como patológicas, pueden funcionar en sentido 

Inverso, llevando a cabo la liberación no vesicular, independiente de Ca'\ del 

neurotransmisor (Attwell et al, 1993). 

Ya que los transportadores localizados en las membranas plasmáticas de 

las células neuronales y gliales regulan las concentraciones locales de 

neurotransmisor, es evidente que juegan un papel importante en la modulación 

de la actividad de los receptores. También se ha sugerido que participan en 

otras funciones como destoxlflcaclón, protección de sustancias reactivas y 

nutrición (Jursky eta/., 1994). 
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b. Mecanismos de Acción 

La energía necesarla para el ciclo de la neurotransmislón la proporcionan 

dos A TPasas distintas. Las vesículas sinápttcas contienen una A TPasa de H• 

vacuolar que proporciona la fuerza protonmotriz para la acumulación de los 

neurotransmisores en las vesículas {Nelson, 1992). La membrana plasmática de 

las células neuronales y gllales presenta una ATPasa de Na•/K• que genera 

gradientes electroqulmicos de sodio y potasio {expulsando 3Na• e incorporando 

2K•}, de manera que la concentración de sodio extracelular es mayor que la 

Intracelular y la concentración de potasio extracelular es menor que la 

Intracelular. La actividad de los transportadores presentes en la membrana 

plasmática es conducida por el gradiente de sodio, por el gradiente de potasio o 

por ambos. Aunque la fuerza motriz prlnclpal es el gradiente de sodio generado 

por esta ATPasa Na•/K•, hay variantes. Los transportadores de Glu co

transportan dos Iones Na· con cada molécula de Glu, al mismo tiempo que 

contra-transportan un Ión K• y un Ión OH' hacia afuera de la célula. Los 

transportadores de Gly y GASA co1ransportan dos Iones Na• y un Ión CI' por 

cada molécula de transmisor, hacia el lnterlor de la célula {la concentración 

extracelular de cr también es mayor que la Intracelular) {Flg. 5). Por medio de la 

utilización diferencial de estas fuerzas, el transportador puede ser controlado y 

actuar de manera específica en cada espacio slnáptico o célula gllal en que esté 

presente (Nelson y Lill, 1994). 

La afinidad de los transportadores de neurotransmisores por sus 

sustratos es, por lo general, más baja que la afinidad de los receptores por los 

transmisores correspondientes. La distribución general de ta actividad del 

transporte concuerda con la distribución de los transmisores liberados, lo que 

sugiere que los transportadores son expresados de manera especifica para 

cada sistema de neurotransmlsión (Uhl y Hartlg, 1992). 
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Figura 5. Mecanismos de acción de los transportadores de neurotransmisores. 
El neurotransmisor (T) que se encuentra almacenado en las veslculas 
slnáptlcas, se libera al espacio slnáptlco al fusionarse éstas con la membrana 
plasmática presináptlca. Después de su difusión a través del espacio sináptlco, 
el transmisor se une a receptores postslnáptlcos (PR) especlflcos que pueden 
ser lonotróplcos o metabotrópicos. Posteriormente, el transmisor debe de ser 
eliminado del espacio slnáptlco para que pueda tener lugar un segundo Impulso. 
Los transportadores de neurotransmisores (Tp) recapturan al transmisor hacia la 
terminal slnáptlca o hacia las células gllales vecinas junto con Na• y otros Iones 
(*). En el caso de los transportadores de Gly y otros, • es cloro, que se mueve 
en la misma dirección que el sodio y el neurotransmisor. En el caso de los 
transportadores de Glu, • representa al potasio, que se mueve en dirección 
opuesta al sodio y al Glu. La fuerza motriz para este proceso es el gradiente 
electroqulmlco de los Iones sodio, que se mantiene por la ATPasa Na'/K•. La 
regulación fisiológica de tos transportadores tal vez se de a través de receptores 
para el mismo neurotransmisor (autorreceptores, AR) o para otros 
(heterorreceptores, HR) (Kanner, 1994). 
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c. Importancia Médica 

Los transportadores de neurotransmisores tienen una gran importancia 

médica, debido a que regulan la actividad de los neurotransmisores 

eliminándolos del espacio sináptlco. Ciertos lnhlbidores especificas de estos 

transportadores son utilizados como drogas para tratar diversos padecimientos 

neurológicos. Por ejemplo, si se disminuye la recaptura de GABA, el efecto de 

éste se verá prolongado. Por lo tanto, ciertos lnhlbldores del tansporte de GABA 

podrlan representar una nueva clase de drogas antleplléptlcas (Kanner, 1994). 

Por otro lado, los transportadores son blancos moleculares de ciertos 

pslcoestlmulantes, como la cocalna que se une al transportador de dopamlna 

Inhibiendo su recaptura (Kuhar et al., 1991); y de antidepresivos, como el 

Prozac, que nlhlbe la recaptura de serotonlna (Barondes, 1994). 

La actividad excesiva de redes neuronales que utilizan aminoácidos 

excitadores como neurotransmisores que se presenta en ciertos estados 

patológicos lleva a la neurodegeneraclón en varios sistemas. Una de las 

principales funciones de los transportadores de Glu en el sistema nervioso es la 

de evitar que la concentración de Glu extracelular se eleve a niveles 

neurotóxlcos. Si la concentración se eleva por arriba de 100 µM por más de unos 

minutos sobreviene la muerte neuronal, pues este nivel de Glu produce el flujo 

excesivo de car y de sodio hacia el Interior de la célula a través del receptor de 

NMDA, asl como la difusión pasiva concomitante de agua y cloro (Boje et al, 

1992). La anoxla o la Isquemia cerebrales que se presentan en la asfixia 

neonatal o en el Infarto cerebral, ocasionan una disminución en los niveles de 

ATP; esto a su vez ocasiona un desbalance en la concentración de los 

gradientes lónlcos (que mantlnen las ATPasas), la liberación masiva de Glu al 

espacio extracelular a través del transportador de Glu y, flnalmente, la muerte 
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neuronal (Attwell et al., 1993). La incapacidad de los transportadores gliales o 

neuronales de recapturar adecuadamente el Glu liberado o endógeno de las 

vecindades de los receptores, donde puede ejercer una fuerte Influencia 

excitadora a través de los receptores de NMDA, contribuye sustancialmente a la 

epileptogénesls a corto plazo y a la excltotoxlcidad a largo plazo que ocasiona la 

muerte celular (Uhl y Johnson, 1994). 

Los transportadores de Gly podrlan participar también en la 

excitotoxlcldad producida por el Glu a través de los receptores de NMDA, ya que 

la Gly actúa corno coagonlsta potenciando el efecto del Glu sobre estos 

receptores (Smith et al., 1992). Se ha comprobado que la Gly potencia la muerte 

neuronal excltotóxlca producida por la activación crónica del receptor de NMDA 

por NMOA (McNarnara y Olngledine, 1988) y ácido qulnollnlco (Swartz et al., 

1988) en neuronas corticales y estriatales, respectivamente. La capacidad del T 

cloroklnurenato (antagonista del sitio de la glicina en el receptor de NMDA) de 

reducir la neurotoxlcldad del Glu en cultivos celulares, pone en evidencia el 

potencial de la Gly en estados patológicos. En ciertas etapas de las 

enfermedades neurodegeneratlvas se presenta una pérdida de receptores de 

NMOA, por lo que la transmisión es subóptlma. Se ha propuesto que el elevar 

los niveles de Gly endógena, tal vez dismunyendo el transporte de ésta, podrla 

resultar benéfico por Incrementar la transmisión a través de los receptores de 

NMDA (Fletcher at al., 1990). En la esclerosis arnlotrófica lateral (ALS), 

caracterizada por la pérdida de neuronas motoras en la médula espinal y tallo 

cerebral, y de células piramidales en la corteza motora, se presenta una 

disminución tanto en el transporte de Glu corno en el transporte de Gly, 

registrándose altos niveles de estos aminoácidos en el fluido cerebroespinal. La 

sensibilidad de las neuronas motoras a altas concentraciones de Glu y Gly 
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podría explicar la selectiva vulnerabllldad de esta poblaclón celular en ALS 

(Virgo y Belleroche, 1995). 

d. Transportadores de Gly 

Los transportadores de neurotransmisores han sido clasificados en tres 

famlllas distintas: (1) transportadores dependientes de sodio y cloro que operan 

en la membrana plasmática de células gllales y neuronales; (2) transportadores 

dependientes de sodio/potasio que funcionan en la membrana plasmática, 

especialmente en el transporte de Glu; y (3) transportad.ores vesiculares que 

llevan a cabo la recaptura dentro de vesículas slnáptlcas y gránulos (Nelson y 

Lill, 1994). 

Los transportadores de Gly pertenecen a la familia de transportadores 

que dependen de Na• y CI-, junto con los de GABA, prollna, betalna, taurina y 

aminas blogénlcas. Todos los miembros de esta familia presentan una 

estructura general similar. La mayorla de los transportadores están constituidos 

por 600 aminoácidos arreglados en 12 segmentos transmembranales. Tanto el 

extremo carboxllo-terminal como el extremo amino-terminal se encuentran del 

lado cltoplásmlco de la membrana. Estas regiones contienen sitios pos!bles de 

fosforilaclón que pueden estar Involucrados en la regulación del transporte. 

También presentan una gran asa extracelular entre los segmentos 

transmembranales 111 y IV donde se localizan de 2 a 4 sitios de glicosllación 

(Amara y Kuhar, 1993). 

La comparación de la secuencia de aminoácidos de varios miembros de 

esta famllla reveló que ciertos segmentos de estas proteínas presentan un 

mayor grado de homología que otros. Las reglones más conservadas son: el 
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segmento transmembranal 1 junto con el asa extracelular que lo conecta con el 

segmento transmembranal 11, y el segmento transmembranal V junto con la 

pequefla asa intracelular que lo conecta con el segmento IV y el asa extracelular 

más grande que lo conecta con el segmento VI (Fig. 6). Se ha propuesto que 

estos dominios están involucrados en la estabilización de la estructura terciaria 

que es esencial para el funcionamiento de estos transportadores, asl como en la 

translocaclón de Iones sodio. La parte de la protelna compuesta por los ocho 

primeros segmentos transmembranales está más conservada que las que 

componen el resto de los segmentos, se piensa que este dominio está 

Involucrado en la translocaclón de los diferentes sustratos. Las reglones menos 

conservadas de todas son los extremos amino- y carboxilo-termlnal, por lo que 

se ha propuesto que estas áreas están involucradas en la regulación del 

transporte (Kanner, 1994). 

La Gly es un aminoácido no esencial que, además de tener diversas 

funciones metabólicas, es un neurotransmisor inhlbldor clásico que actúa en la 

médula espinal, tallo cerebral y retina (Aprison, 1990). Ejerce su efecto lnhlbldor 

a través de un canal de cloro sensible a ligando, y este efecto se antagoniza 

competitlvamente por la estricnina (Langosch et al., 1990). Además de su papel 

inhlbidor en el sistema nervioso, la Gly también modula la neurotransmlslón 

excitadora actuando como coagonlsta del Glu en los receptores del tipo NMDA. 

El sitio de unión de la Gly en estos receptores es Insensible a estricnina, 

mientras que la o·serina y la o·a1anina reproducen el efecto de la Gly (Fletcher 

et al., 1990). 

Desde 1963 se sabia que varios aminoácidos, Incluyendo la glicina, eran 

incorporados por el tejido nervioso en rebanadas de cerebro. Aprfson y Werman 

{1965) fueron los primeros en proponer que debla existir un mecanismo de 

captura para la Gfy que fa elfmlnara del espacio de las sinapsis lnhlbldoras; 
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Figura 6.0rganlzaclón propuesta de los 12 segmentos transmembranales y asas 

perifér.icas para la familia de transportadores dependiente de Na•1c1· (Nelson y 

Lill, 1994). 
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posteriormente otros grupos propusieron que los sistemas de captura para los 

aminoácidos neurotransmisores debían presentar una mayor afinidad por sus 

sustratos que los sistemas de captura para el resto de los aminoácidos. En 

1971, Johnston e lversen reportaron la presencia de dos sistemas de transporte 

para la Gly en preparaciones de médula espinal de rata, uno de alta afinidad y 

otro de baja afinidad; en la corteza cerebral sólo se detectó el sistema de baja 

afinidad. Poco tiempo después, Legan y Snyder (1972) demostraron que el 

sistema de transporte de la Gly en la corteza cerebral de la rata tenia un solo 

componente de baja afinidad (Km = 760 µM) , mientras que en la médula espinal 

el análisis de la cinética del transporte reveló dos componentes, uno de alta 

afinidad con una Km = 26 µM y otro de baja afinidad con una Km = 923 µM. 

Sugirieron entonces que el sistema de alta afinidad era el principal responsable 

de terminar la transmisión glicinérglca en las sinapsis lnhibldoras en la médula 

espinal (Aprlson, 1990). 

Se han Identificado varios sistemas que transportan Gly en distintos 

tejidos que se distinguen entre si por diferencias en su dependencia iónica asl 

como en la afinidad por su sustrato. De los sistemas que dependen de Na· y cr. 
el sistema Giy es específico para la glicina y su derivado N·metilado, la 

sarcoslna. El sistema A transporta aminoácidos que presentan cadenas laterales 

cortas, polares o lineales como la alanlna. la glicina, el ácido 2·amlnolsobutirico y 

su derivado N·metilado el ácido 2·cmetilamlno)isobutirlco (MeAIB). Este sistema 

de transporte depende de Na· y su actividad disminuye conforme lo hace el pH 

extracelular. Un tercer sistema de transporte de Gly se ha caraterlzado en 

células animales, al cual se le ha llamado sistema ASC por transportar también 

alanlna, serlna y cisterna (Christensen, 1984). 
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Varios estudios en células gllales han demostrado la presencia de 

sistemas de transporte de Gly en estas células (Zafra y Glménez, 1989; Zafra y 

Glménez, 1986; Holopalnen y Kontro, 1989). 

Hasta la fecha, se han clonado dos transportadores distintos de glicina: 

GL YT1 y GL YT2. El transportador GL YT1 (Smith et al., 1992; Guastella et al., 

1992; Llu et al., 1992) presenta tres lsoformas producidas por cortes alternativos 

y/o uso diferencial del promotor (Borowsky et al., 1993; Kim et al., 1994; Adams 

et al., 1995). Estas lsoformas difieren en el extremo amlno·terminal y son 

nombradas GLYT1a, GLYT1b y GLYT1c (Llu et al., 1993; Klm et al., 1994; 

Adams et al., 1995). La isoformas GL YT1 a y GL YT1 b que se clonaron a partir 

de una biblioteca de cerebro de ratón (Llu et al., 1992; Llu et al., 1993) equivalen 

a los transportadores GL YT2 y GL YT1, respectivamente, en la nomenclatura 

propuesta por Borowsky y colaboradores (1993) (Tabla 1). A partir de una 

biblioteca de cDNAs de substancia nlgra de humano, Kim et al (1995) clonaron 

tanto la lsoforma GL YT1a como la lsoforma GL YT1 b y además encontraron una 

tercera lsoforma funcional a la cual nombraron GL YT1c. 

El transportador GL YT2 es el producto de un gen distinto del de las 

lsoformas de GL YT1. Presenta un extremo amino·termlnal muy extenso y se 

localiza predominantemente en la médula espinal y tallo cerebral. Esta 

distribución de GL YT2 concuerda con la distribución de los receptores de Gly 

sensibles a estricnina, por lo que se propone que este transportador está 

Involucrado en la terminación y modulación de la neurotransmlslón gllclnérglca 

en el cerebro posterior (Jursky y Nelson, 1995). Se ha propuesto que el 

transportador GL YT2 se presenta únicamente en neuronas y no en la glfa 

(Luque eta/., 1995). 
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Tabla 1. Heterogeneidad de la Nomenclatura de los Transportadores de Gly 

Nombre en Raton 

GLYT1a 
(Llu et al., 1993) 

GLYT1b 
(Llu et al., 1993) 

GLYT1c 
(Adams et al., 1995) 

GLYT2 
(Llu eta/., 1993) 

Nombre en Rata 

GLYT1 
(Guastella et al., 1992) 
GLYT2 
(Borowsky et al., 1993) 

GLYT1 
(Borowsky eta/., 1993) 

GLYT1c 
(Adams et al., 1995) 

GLYT2 
(Luque et al., 1995) 

Nombre en Humano 

GLYT1a 
(Klm eta/., 1994) 

GLYT1b 
(Kim eta/., 1994) 

GLYT1c 
(Kim et al., 1994) 

Las variantes de GL YT1 se distinguen de GL YT2 por su sensibilidad a la 

sarcosina (N·metilgllcina). La sarcoslna Inhibe competltlvamente el transporte de 

glicina llevado a cabo por GL YT1, mientras que GL YT2 es Insensible a ésta (Llu 

eta/., 1993). 

La expresión de GL YT1 a y de GL YT1 b en ratas y ratones adultos ha sido 

estudiada por hibridación In sltu y análisis de Northern blot (Guastella et al., 

1992; Llu et al., 1992; Smith et al., 1992; Borowsky et al., 1993). Los resultados 

de estos estudios son contradictorios pues mientras Kim y colaboradores (1994) 

y Borowsky y colaboradores (1993) reportaron la expresión de GL YT1 en tejidos 

no neuronales como rinón e hlgado, Llu y colaboradores (1993), Guastella y 
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colaboradores (1992) y Smith y colaboradores (1992) reportaron la expresión de 

GL YT1 exclusivamente en tejido neuronal. 

Ambas variantes de GL YT1 se expresan en varias regiones del SNC 

Incluyendo al hipotálamo, mesencéfalo, tallo cerebral y médula espinal. 

Borowsky y colaboradores (1993), utilizando sondas especmcas para GL YT1a y 

GL YT1 b, demostraron que presentaban patrones de distribución distintos en el 

SNC. GLYT1b se expresa especlficamente en el SNC y GLYT1a se expresa 

tanto en el SNC como en tejidos no neuronales tales como hlgado, páncreas, 

pulmones, bazo y estómago. Encontraron que el mRNA de GL YT1a se presenta 

en reglones con una alta densidad de cuerpos neuronales (materia gris), 

mientras que el RNAm de GLYT1b se presenta casi exclusivamente en reglones 

donde predomina la materia blanca. Ya que el transportador GL YT1 a también se 

clonó a partir de una biblioteca de glioma C6 de rata (Guastella et al., 1992), 

Borowsky y colaboradores (1993) sugirieron que GL YT1 a es un transportador de 

glicina tanto neuronal como glial, mientras que GL YT1 b es un transportador de 

glicina exclusivo de las células gllales. Sin embargo, Adams y colaboradores 

(1995) encontraron que ninguna lsoforma de GL YT1 se expresaba en neuronas, 

por lo que concluyeron que tanto GL YT1a como GL YT1b y GL YT1c se expresan 

principal o exclusivamente en las células gllales; expresándose GL YT1 a 

principalmente en las céluals gllales presentes en la matarla blanca y GL YT1b 

en las células gliales presentes en la matarla gris. Por otro lado, demostraron 

que las lsoformas GL YT1a y GL YT1 b se originan de la transcripción iniciada por 

promotores alternativos, mientras que GL YT1 c es una varlante que se origina 

por procesamiento alternativo del transcrito de GLYT1b. 

Smith et al. ( 1992) encontraron que GL YT1 b se expresa tanto en 

reglones de transmisión gllcinérglca como en reglones de transmisión por 

aminoácidos excitadores como el hipocampo y la corteza, áreas donde se 
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presentan altos niveles de receptores de NMDA. Por ello sugirieron que en estas 

zonas el transportador de glicina GL YT1b juega un papel Importante en la 

transmisión excitadora modulando la actividad de la glicina en estos receptores. 

Por medio de estudios ínmunoclloqulmlcos en la retina, Zafra et al. 

(1995), encontraron que en este tejido, únicamente se expresan las variantes 

del transportador GL YT1. En contraste con el resto del sistema nervioso, las 

variantes de GL YT1 no se localizaron en las células gliales, sino en las células 

amacrlnas de la parte Interna de la capa nuclear Interna y en las terminales de la 

capa plexlforme Interna. Estos autores relacionaron al transportador con los 

receptores de Gly sensibles a estricnina que se encuentran en la capa 

plexlforme Interna en los elementos neuronales con los que mantienen sinapsis 

las células amacrlnas con inmunorreactividad a la Gly. 

32 



ANTECEDENTES 

En la retina de pollo, se han Identificado sitios de unión de Glu, uno 

dependiente de sodio y sensible a la congelación que corresponde a un sitio de 

captura, y otro que es Independiente de sodio, Insensible a la congelación, y que 

representa a los receptores slnáptlcos (López·Colomé, 1981). Estos receptores 

para Glu se han localizado principalmente en células amacrinas, ganglionares y 

células horizontales, aunque también en menor proporción en células bipolares 

(López·Colomé y Somohano, 1984), y se han caracterizado en membranas de 

células de la retina de pollo mediante la unión de llgandos marcados 

radiactivamente. Se han descrito receptores tanto del tipo NMDA (López·Colomé 

y Somohano, 1992) como de KA y AMPA (López·colomé y Somohano, 1987). 

También se han caracterizado receptores del tipo NMDA en las células de MOiiar 

de retina de pollo, acoplados a la cascada de fosfoinosftldos, la entrada de Caz+ 

y la activación de la protelna clnasa C (PKC). 

Debido a que las células gllales de MOiiar se localizan radlalmente a todo 

lo largo de la retina de los vertebrados (Roblnson y Dreher, 1990), y entre las 

células neurales de la retina existen vlas glutamatérglcas en las que participan 

receptores del tipo NMDA, la presencia de un sistema de transporte de Gly en la 

glla de MOiiar que regule la concentración de Gly en el espacio slnáptlco podrla 

modular la actividad de estos receptores, en los que la Gly actúa como 

coagonlsta del Glu. 
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OBJETIVO 

El objetivo de este trabajo es el de demostrar la presencia de un sistema 

de transporte de Gly en las células de la glla de MOller y caracterizarlo tanto 

bioquímica como farmacológicamente. Estos dalos permitirán establecer una 

comparación con los sistemas de transporte de Gly que se han descrito en el 

sistema nervioso central, y esclarecer la función de la glla radial en el proceso 

de la neurotransmlsión. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

l. CULTIVO PRIMARIO DE LA GLIA DE MÜLLER DE RETINA DE POLLO 

Las células de Müller se cultivaron según la técnica descrita por Adiar y 

colaboradores ( 1982) y modificada por López·Colomé y Romo·de-Vivar ( 1991 ). 

Se obtuvieron las retinas de embriones de pollo de 7 dlas. Se extrajeron 

separándolas del epitelio pigmentado y se lavaron dos veces en solución de 

Hank libre de Ca2• y Mg2• (NaCI 0.8 g, KCI 0.04 g, KH2P04 0.006 g, Na2 HP04 

0.0125 g, rojo de fenol 0.002 g y glucosa 0.1 g en 100 mi de H20). Después de 

lavadas las retinas se incubaron 10 minutos en tripslna al 0.25% en solución de 

Hank a 37"C. La reacción enzimática se detuvo con L-MEM (1.338 g de medio 

Eagle, modificación de Dubelcco (ver apéndice), 0.05 g de glucosa, 0.022 g de 

NaHC03 en 100 mi, al cual se le agregó 0.025% de PNS (penicilina, neomicina, 

estreptomicina) y 0.025% de gentamlcina] y 1% de albúmina bovina (BSA). Las 

células se disociaron mecánicamente utilizando una pipeta Pasteur y se filtraron 

a través de una red de nylon de 50 µM, y se suspendieron en H-MEM (L-MEM 
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más 0.22 gr de NaHC03) sin suero fetal bovino. Se cuantificó el número de 

células con un contador Coulter modelo ZB1 (Coulter Electronlcs, lnc.) y la 

suspensión celular se diluyó a un millón de células/mi. Las células se sembraron 

en placas de 12 y de 24 pozos (de 24 y 18 mm de diámetro respectivamente), 

en las placas de 12 pozos se sembraron 500,000 células por pozo y en las de 

24 pozos se sembraron 250,000 células por pozo, colocando el mismo volumen 

de medio H"MEM con 20% de suero fetal bovino. Se Incubaron a 37"C y 5% de 

C02 durante 12 ó 13 DIV (dlas In vitro), tiempo al cual el cultivo alcanzó la 

confluencia. El medio de cultivo (H-MEM 10% de suero fetal bovino) se cambió 

cada tercer dla. 

Las células de los cultivos fueron Identificadas como' glla de MOiiar ya que 

los cultivos fueron inmunoposltlvos para el anticuerpo pollclonal contra la GFAP 

(protelna acldlca fibrilar gllal) que también es un marcador de astrocltos. Ya que 

la retina de las aves es avascularlzada y no presenta astrocltos (Rasmussen, 

1974), la marca corresponde a la glla de MOiiar (López-Colomé y Romo-de

Vlvar, 1991). 

//. éNSA YOS Dé TRANSPORTE Dé GLICINA 

Los ensayos de transporte se realizaron con cultivos confluentes de 

células de Müller de 12 ó 13 DIV. Al Inicio de todos los ensayos, el medio de 

cultivo se eliminó por aspiración con una pipeta Pasteur y los cultivos se lavaron 

3 veces con 1 mi (placas de 12 pozos) o con 0.5 mi (placas de 24 pozos) de 

Ringar Krebs Bicarbonato (RKB) que contenla NaCI 118 mM, KH2PO. 1.2 mM, 

KCl 4.7 mM, cac12 2.5 mM, NaHC03 25 mM, glucosa 5.6 mM y Mgso. 1.4 mM, 
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a 37°C. En seguida se agregó 1 mi ó 0.5 mi de KRB en el cual se realizaron los 

distintos ensayos. Al final de cada ensayo, los cultivos se lavaron 3 veces con 

las mismas cantidades de KRB, pero esta vez a 4ºC. Posteriormente se agregó 

a cada pozo 1 mi de HCI 1N, se desprendió la monocapa celular con un 

gendarme y se aspiraron los pozos colocando el contenido en viales, los cuales 

se taparon y se calentaron a 100ºC para hldrollzar el tejido. Una vez que el 

tejido se disoció, se le agregó a cada vial 1ml de NaOH 1N para neutralizar al 

HCI y posteriormente 5 mi de Tritosot (Frlcke, 1975). La radiactividad se 

cuantificó en un contador de centelleo liquido. Todos los ensayos se realizaron a 

37°C. 

De cada experimento se determinó la cantidad de protelna de 1 pozo, por 

el método de Lowry et a/. (1951). 

a. Transporte de Glicina a un compartimiento osm6tlcamente sensible 

Para los ensayos de captura de Gly a un compartimiento osmótlcamente 

sensible se Incubaron los cultivos con Gly 1mM (la proporción de glicina trillada 

con respecto a la fria fue de 1:25000) durante 10 minutos a 37°C. Se slguó el 

procedimiento descrito anteriormente para el lote control. Al lote experimental se 

le aplicó un choque osmótico agregando 1 mi de buffer Tris-HCI a cada pozo 

en lugar del HCI 1N, se desprendió la monocapa celular, se aspiraron los pozos 

colocando el contenido en tubos de mlcrofuga y se centrifugaron durante 3 

minutos. Se eliminó el sobrenadante y el botón se resuspendló en 1 mi de HCI 

1 N para continuar con el resto del procedimiento desde la hidrólisis ácida. 
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b. Curva de tiempo del transporte 

Para realizar la curva de tiempo del transporte de Gly, los cultivos se 

Incubaron con Gly 1mM a diferentes tiempos: 2, 5, 10, 15, 20, 30, 45 y 60 

minutos. La proporción de glicina trltiada con respecto a la fria fue de 1 :25000. 

La reacción se detuvo como en los casos anteriores. 

c. Dependencia energética del transporte 

El efecto que tienen distintos lnhlbldores metabólicos sobre el transporte 

de Gly se probó Incubando a los cultivos durante 15 minutos con los lnhlbldores 

metabólicos: dlnltrofenol (DNP) 50 µM, cianuro de potasio (KCN) 1 mM, 

lodacetato 1 mM y ouabalna 200 µM y posteriormente se agregó la Gly 1 mM 

([3HJ-Gly/gllcla fria 1 :25000) para realizar el ensayo de transporte durante 20 

minutos. 

d. Efecto del pH del medio extracelular sobre el transporte 

Para estudiar el efecto de los cambios de pH del medio extracelular sobre 

el transporte de Gly se preparó medio Krebs a distintos pHs. Para el medio 

Krebs pH 5 y pH 6 se sustituyó al NaHC03 por acetato de sodio (CH3C00Na) 

0.381 g/20 mi y 0.544 g/20 mi (respectivamente) y se tituló con ácido acético 

(CH3COOH) al 20%; para el medio pH 7.4 se utilizó el medio KRB normal; el 

medio pH 8 se preparó sustituyendo al NaHC03 por HEPES 0.2382 g/20 mi y se 

tituló con hidróxido de potasio (KOH) al 20%, y para el medio pH 8.9 se susltuyó 
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al NaHC03 por Trizma base 0.6057 g/100 mi y se tituló con HCI 0.5 N. Los 

cultivos se incubaron en los distintos medios con Gly 1 mM (la proporción de 

glicina trillada con respecto a la fria fue de 1:25000) durante 10 minu1os. 

e. Especificidad del transporte 

Para los ensayos de competencia se realizaron ensayos de transporte de 

Gly 1 mM (['H]·Gly/Gly fria 1 :25000) en presencia de distintos competidores 

(1mM): taurina, b-alanina, D-serina y GABA, durante 10 minutos. 

f. Cinética del transporte 

Los ensayos para estudiar la cinética del transporte de Gly se realizaron 

Incubando los cultivos durante 1 O minutos con Giy a diferentes concentraciones: 

0.01 mM, 0.025 mM, 0.05 mM, 0.1 mM, 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM y 2 mM. La 

propoi'clón [3 H]-Gly/Gly fria fue de 1 :5000. 

g. Dependencia lónlca del transporte 

La dependencia lónica del transporte se estudió sustituyendo, en el caso 

del Na·, al NaCI (118 mM) del medio KRB por cloruro de colina (118 mM) y por 

cloruro de litio (118 mM) y al NaHCOJ (25 mM) por KHCOJ (25 mM). En el caso 

del cr, se sustituyó al NaCI del medio (118 mM) por gluconato de sodio (118 

mM). En estos medios se Incubaron los cultivos durante 10 minutos en 

presencia de una concentración alta de Gly, 1 mM, para observar el 
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comportamiento del componente de baja afinidad, o a una baja concentración 

de Gly, 0.01 mM, para observar el comportamiento del componente de alta 

afinidad. La proporción ['HJ-Gly/Gly fria fue de 1:25000 (alta [glicina]) y de 

1:5000 (baja [glicina]). 

h. Efecto de la nlgerlclna sobre el transporte 

Para estudiar el efecto de la nlgericlna (lonóforo de Na•) sobre el 

transporte, se prelncubaron los cultivos durante 15 minutos con nlgerlclna 5 µM 

en medio KRB o en medio KRB sin sodio en el que el NaCI 118 mM se sustituyó 

lsosm6ticamente por cloruro de colina y el NaHCO, (25 mM) por KHCO, (25 

mM). Posteriormente se cambiaron los medios con nlgericlna por KRB normal 

para realizar el ensayo de transporte con Gly 1 mM (['HJ-Gly/Gly fria 1 :25000) 

durante 10 minutos. 

l. Efecto de la sarcoslna sobre el transporte 

El efecto de la sarcoslna (N-metilgliclna) se estudió llevando a cabo los 

ensayos de transporte en presencia de sarcoslna. Para observar el efecto que 

tiene sobre el componente de baja afinidad, los ensayos de transporte se 

efectuaron durante 20 minutos en presencia de Gly 1mM (alta [gliclna]) (['H]

Gly/Gly fria 1:25000) y sarcoslna 2 mM. Para estudiar el efecto de la sarc-.osina 

sobre el componente de afta afinidad del transporte, los ensayos de transporte 

se llevaron a cabo durante 20 minutos en presencia de Gly 0.01 mM (baja 

[glicina]) (['H]-Gly/Gly fria 1:5000) y 1 mM de sarcoslna. 
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111. ANAL/SIS DE LA C/N~T/CA DEL TRANSPORTE Y ESTADISTICA 

Los datos obtenidos a partir de la curva de saturación del transporte de 

Gly, se analizaron por el método de Eadie"Hofstee, que consiste en graficar la 

velocidad del transporte (ordenadas), V (nmol de Gly/mg de proteína X 10 

minutos), contra el cociente V/[S] (abscisas), donde [S] es la concentración de 

Gly (mM) correspondiente para esa velocidad. Una vez obtenida esta curva, se 

calcularon las pendientes de la curva por medio de una regresión lineal, 

utilizando un programa BASIC convencional. A partir de la regresión lineal se 

calcularon las constantes de afinidad (Km) y la velocidad máxima (Vmax) del 

sistema de transporte. La Vmax es el punto de Intersección de la recta con el eje 

de las abscisas y la Km se calcula a partir de la ecuación de la recta y = mx • b. 

ya que m = ·11 Km y Vmax = x cuando y= O, tenemos que Km= Vmaxlb. 

Para establecer si Jos lotes experimentales presentaban diferencias 

significativas con respecto a los controles se aplicaron pruebas de t de Student 

con la ayuda del paquete de cómputo para estadística LOTUS. 

/V. REACTIVOS 

La [3HJ-Gly de actividad especifica = 17.5 Cl/mmol se obtuvo de 

Amersham Life Sclence y la [3H]-Gly de actividad especifica = 42 Cl/mmol y 43.8 

Cl/mmol se obtuvo de DuPont NEN Research Products. El cianuro de potasio 

(KCN) se obtuvo de Baker. El medio Eagle modificación de Dulbecco se obtuvo 

de Glbco BRL Llfe Technologles y todos los demás reactivos fueron de Sigma. 
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RESULTADOS 

l. CAPTURA DE GL Y EN UN COMPARTIMENTO OSMÓTICAMENTE 

SENSIBLE 

Para comprobar que efectivamente se lleva a cabo el transporte de Gly 

en las células de Müller, después del ensayo de transporte, los cultivos se 

sometieron a un choque osmótico por medio del cual se liberó el contenido 

celular al medio y se midió la radiactividad restante en las membranas celulares. 

Como se muestra en la gráfica 1, en los cultivos sometidos al choque osmótico 

la radiactividad disminuyó hasta el 7.2% con respecto al control, lo que significa 

que el 92.7% de la Gly fue transportada al interior de las células. 

11. CURSO TEMPORAL DEL TRANSPORTE DE GL Y 

Para averiguar el tiempo al cual se satura el sistema se realizó una curva 

de tiempo. La gráfica 2 muestra el curso temporal del transporte de Gly y se 

observa que el sistema llega al equilibrio a los 20 minutos. 

111. DEPENDENCIA ENERG~TICA DEL TRANSPORTE DE GL Y 

La gráfica 3 muestra el efecto de distintos lnhlbldores metabólicos sobre 

el transporte de Gly. El cianuro de potasio (KCN), el iodacetato y el dlnltrofenol 

son lnhibldores de la producción de energía metabólica, esto es, de ATP. El 

cianuro de potasio bloquea la transferencia de electrones entre la cltocromo 
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Gráfica 1. Transporte de Glicina hacia un compartimento 
osmóticamente sensible. Se realizó el ensayo de trans
porte en presencia de glicina 1 mM (gly-['H]/gly 1 :25000) 
durante 20 minutos. Posteriormente, el lote experimental 
se sometió a choque osmótico agregando 1 mi de buffer 
Tris-HCI 10 mM a cada pozo. Los resultados se muestran 
como la media .:t ES de tres experimentos por triplicado. 
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Gráfica 2. Curva de tiempo del transporte de glicina (1mM 
glyH1/gly 1 :25000). Cada punto es el promedio de tres 
experimentos por triplicado. Los resultados se expresan 
como la media ± ES. 
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oxldasa y el oxigeno, por lo que inhibe tanto la respiración como la sfntesls de 

ATP. El dlnltrofenol es un desacoplante de la fosforllaclón oxidatlva; ya que 

contiene un protón disociable y es altamente hidrofóblco, actúa transportando 

protones a través de la membrana mltocondrlal Interna, disipando asl el 

gradiente de protones. El lodacetato Inhibe la producción de ATP a partir de la 

glucóllsls, pues es un potente lnhlbldor de la gllceraldehldo·3·rosfato 

deshldrogenasa ya que se une de manera covalente con el grupo -SH de la 

enzima, que es esencial para el sitio activo (Lehnlnger eta/., 1993). 

La ouabalna pertenece a un grupo de asteroides derivados de plantas a 

los que se les conoce como asteroides cardiotónicos, los cuales actúan como 

potentes lnhlbldores de la ATPasa Na•tK•. Los asteroides cardiotónicos Inhiben 

la reacción de desfosforllaclón de la ATPasa Na•tK+, estabilizando la forma 

fosforilada. La Inhibición de la bomba Na•tK• por la ouabalna conduce a un 

mayor nivel de Na• en el Interior de la célula disminuyendo por lo tanto el 

gradiente de Na• a través de la membrana. 

Los resultados muestran que el cianuro de potasio Inhibió al transporte 

en un 12% con respecto al control; el lodacetato lo Inhibió en un 24% y la 

ouabalna en un 59% (ver tabla 2). 

IV. SENSIBILIDAD A LOS CAMBIOS DE pH 

Para averiguar si el sistema de transporte de Gly en las células de Müller 

es sensible a los cambios de pH del medio extracelular, se realizó la captura de 

Gly en medios con distintos pHs. En la gráfica 4 se muestra que el transporte 
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Gráfica 3. Efecto de inhibidores metabólicos sobre el trans
porte de glicina. Se incubaron los cultivos con los inhibidores 
metabólicos durante 15 minutos a las siguientes concentra
ciones: KCN 1 mM, DNP 50µM, iodacetato 1 mM y ouabaina 
200 µM. Posteriormente se realizó el ensayo de transporte en 
presencia de glicina 25 µM (gly-['H]/gly 1 :625) durante 20 
minutos. Los resultados se muetsran como la media de 4 
experimetos por triplicado:!: ES. 
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de Gly es sensible a estos cambios de pH; el pH óptimo para el transporte es 

7.4. 

Tabla 2. Efecto de inhlbldores metabólicos sobre el transporte de glicina 

Condición 

Control 

Cianuro de Potasio 

Dlnitrofenol 

lodacetato 

Ouabalna 

Transporte de Glicina 
nmol (mg de prot)"' (20 min)"' 

2.19 ! 0.083 (100) 

1.93 ! 0.057* (88) 

1.99!0.064 (91) 

1.66 ! 0.01 o·· (76) 

0.89 ! 0.093••• (41) 

Los valores son la media 'ES de 4 experimentos por triplicado. Los valores en 
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para 
comparar los valores obtenidos con el control se aplicó una prueba de t de 
Student: •p < 0.05, ••p < 0.02, •••p < 0.001. 

V. ESPECIFICIDAD DEL SISTEMA DE TRANSPORTE 

Para determinar qué tan especifico es el sistema de transporte para la 

Gly, se probó el efecto de distintos aminoácidos estructuralmente relacionados 

sobre el transporte de Gly. 

La· D-serina actúa como agonista de la Gly en los receptores para Glu del 

tipo NMDA (Fletcher et al., 1990). 
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Gráfica 4. Efecto del pH extracelular sobre el transporte de glicina. 
Los cultivos se incubaron 10 minutos en presencia de glicina (1mM, 
gly-['H]/gly 1:25000) con medio Krebs a distintos pHs: 5, 6, 7.4, 8 y 
8.9. Cada punto es la media de cuatro experimentos por triplicado 
±ES. 
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Gráfica 5. Efecto de competidores sobre el transporte de glici
na. Los cultivos se incubaron durante 20 minutos en presencia 
de los competidores 1 mM y de glicina 1 mM (gly-['H]/gly 1 :25000). 
Los resultados se muestran como Ja media ± ES. 
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La taurina se encuentra a altas concentraciones tanto en el sistema 

nervioso central como en la retina de vertebrados, especialmente en las células 

fotorreceptoras y se ha propuesto que actúa como neuromodulador o como 

neurotransmisor lnhlbldor. La p-alanina Inhibe competltlvamente el transporte de 

GASA en la neuroglia. Tanto la taurina como la p-alanlna actúan como agonistas 

de la Gly en los receptores para Gly sensibles a estricnina (Langosch et al., 

1990). 

El ácido y·-amlnobutlrlco (GABA) es el principal neurotransmisor lnhlbldor 

en áreas del cerebro anterior, mientras que la Gly juega el papel análogo en el 

tallo cerebral y médula espinal. 

En la gráfica 5 se observa que nlnguo de los posibles competidores 

probados tuvo efecto alguno sobre el transporte de Gly (ver tabla 3). 

Tabla 2. Efecto de distintos aminoácidos sobre el transporte de glicina 

Condición Transporte de Glicina 
nmol (mg de prot)"' (10 min)"' 

Control 12.11!0.37 (100) 

0-serina 12.17!0.74 (100.4) 

GABA 11.87;: 0.49 (98) 

Taurina 12.19!0.59 (100.6) 

13-alanlna 13.14 ! 1.04 (108) 

Los valores son la media ! ES de 3 experimentos por triplicado. Los valores en 
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para 
comparar loa valores obtenidos con el control se aplicó una prueba de t de 
Student, en ningún caso se obtuvieron diferencias significativas. 
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VI. CIN~T/CA DEL TRANSPORTE DE GL Y 

La gráfica 6 muestra la curva de saturación del transporte de Gly as! 

como el análisis de Eaddie-Hofstee (gráfica interior). El resultado de este 

análisis demostró la presencia de dos componentes del sistema de transporte, 

uno de alta afinidad por la Gly con una Km de 43. 75 µM y una Vmax de 5.0 nmol 

(mg de prote!na)'' (10 minutos)'', y otro de menor afinidad por la Gly con una Km 

de 589 µM y una Vmax de 21.53 nmol (mg de prote!na)'' (10 minutos)''. 

VII. DEPENDENCIA IÓN/CA DEL TRANSPORTE 

Para estudiar los requerimientos lónlcos de ambos componentes del 

transporte se utilizaron 2 concentraciones distintas de Gly. Para estudiar el 

comportamiento del componente de baja afinidad, se utilizó una concentración 

alta de Gly (1 mM), y para estudiar el comportamiento del componente de alta 

afinidad se utilizó una concentración baja de Gly (0.01 mM). 

La gráfica 7 muestra los resultados de dependencia lónlca para el 

componente de baja afinidad. Cuando se sustituyó lsosmótlcamente al c1· del 

medio anadlendo gluconato de Na• en lugar de NaCI, las diferencias en el 

transporte de Gly no fueron estadlstlcamente significativas: mientras que al 

sustituir el Na• del medio por colina o LI+. el transporte se Inhibió en un 76% y en 

un 81 % respectivamente (ver tabla 4 ). 

En la gráfica 8 se observa la dependencia lónica del componente de alta 

afinidad del transporte de Gly. En este caso, la sustitución del cloro por el 

gluconato afectó al transporte Inhibiéndolo un 51% con respecto al control. La 

so 
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Gráfica 6. Cinética del transporte de glicina. Los cultivos se incubaron 
durante 1 O minutos en presencia de glicina a distintas concentraciones 
([3H]-Gly/Gly 1 :5000). Cada punto es el promedio de por lo menos dos 
experimentos por triplicado.:!: ES. En la gráfica interior se observa el 
análisis de Eadie-Hofstee. 
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Tabla 4. Dependencia lónlca del componente de baja afinidad 

Condición 

Control 

Gluconato de Na' 

Cloruro de Colina 

Cloruro de LI' 

Transporte de Glicina 
nmol (mg de prot)"' (10 min)"' 

6.74 ! 0.371 

5.49 ! 0.485 

(100) 

(82) 

1.61 !0.124***(24} 

1.31 ! 0.105••• (19) 

Los valores son la media ! ES de 3 experimentos por triplicado. Los valores en 
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para 
comparar los valores obtenidos con el control se aplicó una prueba de t de 
Student: ... P< 0.001. 

Tabla 5. Dependencia lónlca del componente de alta afinidad 

Condición Transporte de Glicina 
nmol (mg de prot}"' (10 mln}·' 

Control 0.502 ! 0.023 (100) 

Gluconato de Na' 0.249 ! 0.030** (49) 

Cloruro de Colina 0.119 ! 0.021• .. (23.6) 

Cloruro de LI' 0.116 ! 0.015••• (23) 

Los valores son la media ! ES de 3 experimentos por triplicado. Los valores en 
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para 
comparar los valores obtenidos con el control se aplicó una prueba de t de 
Student: ••p < 0.02 •••p < 0.001. 
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Gráfica 7. Dependencia iónica del transporte de glicina a bajas concen
traciones. Los ensayos de transporte se llevaron a cabo du-
rante 10 minen presencia de glcina 0.01 mM (gly[3H]/gly 1:5000), 
en los distintos medios: Krebs sin cloro (gluconato de 
Na+), Krebs sin sodio (cloruro de colina), Krebs sin sodio (cloruro 
de U+) y Krebs normal con NaCI (control). los resultados se mues
tran como la media de tres experimentos por triplicado± ES. 
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Gráfica 8. Dependencia iónica del transporte de glicina a altas concen
traciones. Los ensayos de transporte se llevaron a cabo du-
rante 10 mln en presencia de glicina 1 mM lgly[3H]lgly 1:25000), .n los 
distintos medios: l<rebs sin cloro (gluconato de Na*), Krebs sin sodio 
(cloruro de colina), Krebs sin sodio (cloruro de Li*) y Krebs normal con 
118 mM de NaCI (control). los resultados se muestran como la media 
±ES. 
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sustitución de Na• por colina o por litio ocasionó la disminución del transporte en 

un 76.4% y en un 77% respectivamente {ver tabla 5). 

VIII. EFECTO DE LA NIGERICINA SOBRE EL TRANSPORTE 

La nlgericlna actúa como un lonóforo de sodio, es decir, como un 

compuesto portador de iones sodio. La nigericina se combina reverslblemente 

con estos iones formando un complejo permeable a la membrana plasmática 

que difunde a través de ésta liberando al sodio en el interior de la célula. La 

nlgericina también puede actuar, aunque en menor medida, como lonóforo de 

otros Iones como el potasio o el magnesio. 

La gráfica 9 muestra que el prelncubar con nigericlna en presencia de 

sodio en el medio, inhibe el transporte de Giy en un 51% con respecto al control, 

mientras que el preincubar con nlgericlna en un medio carente de sodio Inhibe al 

transporte en únicamente un 13% {ver tabla 6). 

IX. EFECTO DE LA SARCOS/NA SOBRE EL TRANSPORTE DE GL Y 

La sarcosina es un N·metil derivado de la Gly, y es sustrato especifico 

para el transporte que lleva a cabo el sistema reportado como GL YT1. Para ver 

el efecto que ésta ejerce sobre ambos componentes del sistema de transporte 

de Gly, se llevaron a cabo ensayos de transporte en presencia 
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Gráfica 9. Efecto de la nlgericina sobre el transporte de glicina. 
Los cultivos se preincubaron con ni9erlcina 5 µM durante 15 
minutos en medio Krebs con sodio (NaCI) y en medio Krebs 
sin sodio (cloruro de colina), el control no se preincubó con 
nigericina. El ensayo de transporte se realizó durante 10 mi
nutos cambiando los medios por Krebs normal (NaCI), en 
presencia de glicina 1 mM(gly[3H]/gly 1 :25000). Los resultados 
se muestran como la media de tres experiemntos por triplicado 
±ES. 
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Tabla 6. Efecto de la nlgerlcina sobre el transporte 

Condición 

Control 

Nlgerlclna 
+NaCI 

Nlgerlclna 
+ Cloruro de colina 

Transporte de Glicina 
nmol (mg de prot)'' (10 min)'' 

6.35 ! 0.23 (100) 

3.10 ! 0.31··· (48) 

5.51 ! 0.27* (87) 

Los valores son la media ! ES de 3 experimentos por triplicado. Los valores en 
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para 
comparar los valores obtenidos con el control se aplicó una prueba de t de 
Student: •p < 0.05, •••p < 0.001. 

de sarcoslna, tanto a altas como a bajas concentraciones de Gly, con o sin cloro 

en el medio de Incubación, pues los componentes del sistema de transporte 

mostraron diferencias en el requerimiento de este Ión (gráficas 1 o y 11, tablas 7 

y 8). 

La gráfica 10 muestra el efecto de la sarcoslna a altas concentraciones 

de Gly. El control representa el transporte total llevado a cabo por ambos 

componentes del transporte, pues el ensayo se realizó en medio KRB normal. 

En estas condiciones, la sarcoslna inhibió al transporte, de manera competitiva, 

en un 42%. El ensayo realizado en medio Krebs sin c1- que se muestra en la 

misma gráfica, representa al componente de baja afinidad del transporte y el 

efecto que la sarcoslna ejerce sobre éste. En este caso, la sarcoslna inhibió al 

transporte en un 50% (tabla7). 
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Gráfica 10. Efecto de la sarcosina sobre el transporte de 
glicina a altas concentraciones. Los ensayos de trans
porte se llevaron a cabo durante 1 O minutos en los distin
tos medios en presencia de glicina (1mM GlyH'/Gly 
1 :25000) y sarcosina (2mM).los resultados se muestran 
como la media ± ES. 
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Gráfica 11 . Efecto de la sarcosina sobre el transporte de 
glicina a bajas concentraciones. Los ensayos de trans
porte se llevaron a cabo durante 10 minutos en los distin
tos medios en presencia de glicina (0.01mM GlyH'/Gly 
1 :5000) y sarcosina (1 mM). Los resultados se muestran 
como la media ± ES. 
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Tabla 7. Efecto de la sarcosina sobre el transporte de glicina: alta concentración 

Condición Transporte de Glicina 
nmol (mg de pro!)" (20 min)" 

Control KRB normal 15.73 ! 0.65 (100) 

KRB normal + sarcoslna 9.11 ! 0.36** (58) 

Control KRB sin cloro 10.82 ! 1.05 (100) 

KRB sin cloro + sarcosina 5.34 ! 0.16*** (50) 

Los valores son la media • ES de 2 experimentos por triplicado. Los valores en 
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para 
comparar los valores obtenidos con el control se aplicó una prueba de t de 
Student: ••p < 0.02, •••p < 0.001. 

Tabla 7. Efecto de la sarcosina sobre el transporte de glicina: baja concentración 

Condición 

Control KRB normal 

KRB normal + sarcoslna 

Control KRB sin cloro 

KRB sin cloro + sarcoslna 

Transporte de Glicina 
nmol (mg de prot)"' (20 min)"' 

1.247 + 0.075 (100) 

0.266. 0.014••• (20) 

0.406. 0.039 (100) 

0.136. 0.006**• (40) 

Los valores son la media ! ES de 2 experimentos por triplicado. Los valores en 
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para 
comparar los valores obtenidos con el control se aplicó una prueba de t de 
Student: ••p < 0.02, •••p < 0.001. 
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La gráfica 11 muestra el efecto de la sarcoslna a bajas concentraciones 

de Gly. El control representa al componente de alta afinidad del transporte y la 

sarcosina Inhibió este transporte en un 80%. En estas mismas condiciones pero 

en medio sin cloro, tenemos una pequeña fracción del componente de baja 

afinidad sobre el cual la sarcoslna actuó Inhibiendo el transporte 

competltlvamente en un 60% (tabla 8). 
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DISCUSIÓN 

Las células de MOiiar forman parte de la glla radial y atraviesan todo el 

espesor de Ja retina. En Ja retina de las aves son el único tipo de glloclto 

presente, por lo que llevan a cabo numerosas funciones que, en otras regiones 

del sistema nervioso central, desempeflan Jos astrocitos, los ollgodendrocitos y 

las células ependimales (Rlpps y Wltkovsky, 1985). 

Por estudios previos se ha demostrado que las células de MOiiar, además 

de expresar canales sensibles a voltaje y receptores de neurotransmisores, a 

través de los cuales reconocen una gran variedad de seflales neuronales, 

expresan sistemas de transporte de alta afinidad para la recaptura de sustancias 

neuroactivas como el Glu, el GASA y el K'. 

Las células gliales juegan un papel muy Importante en remover los 

neurotransmisores del espacio extracelular después de que se liberan de las 

terminales slnápticas. Esta recaptura es esencial para terminar la transmisión 

sináptlca asl como para evitar que los transmisores difundan lejos del espacio 

sináptlco. Ya que las células de MOiiar poseen sistemas de transporte para 

neurotransmisores a través de los cuales pueden regular los niveles 

extraceJulares de éstos en la retina, y presentan procesos que se ramifican 

extensamente en las dos capas sinápticas de la retina (las capas plexiformes), 

se ha propuesto que las células de MOiiar pueden modular la actividad neuronal, 

participando asl activamente en la función de la retina. 

El objetivo de este trabajo fue el de demostrar la presencia de un sistema 

de transporte de Gly en la glla de MOiiar de la retina, que regule las 

concentraciones extracelulares de este aminoácido. Los resultados obtenidos 

Indican que, efectivamente, en estas células se lleva a cabo Ja recaptura de Gly 
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hacia el Interior de la célula (compartimento osmótlcamente sensible) y el 

sistema alcanza el equilibrio en 20 minutos (ver resultados). 

El estudio de los transportadores de neurotransmisores ha revelado que 

la fuerza motriz del transporte es el gradiente electroquimico de Na• que 

mantienen las ATPasas Na•1K• presentes tanto en las neuronas como en las 

células gliales. El co·transporte del neurotransmisor con Iones Na• a favor del 

gradiente electroquímico de este Ión, proporciona la energla necesaria para 

conducir al neurotransmisor hacia el interior de la célula en contra de su 

gradiente de concentración (Kanner, 1994). El estudio de la dependencia 

energética del transporte a través de distintos lnhibldores metabólicos, mostró 

que el transporte de Gly depende de energía metabólica en forma de ATP, pues 

el cianuro de potasio y el lodacetato, que Inhiben la producción de éste, 

provocaron la disminución del transporte. Este efecto lnhlbldor se debe 

probablemente a que la disminución en la producción de ATP afecta 

directamente la actividad de la ATPasa Na•1K• que requiere de una molécula de 

ATP para expulsar 3 iones Na• e introducir 2 Iones K•. Esta suposición se ve 

corroborada por el hecho de que la ouabalna, la cual actúa directamente 

Inhibiendo de manera muy potente a la ATPasa Na•/K•, tuvo un fuerte efecto 

sobre el transporte disminuyéndolo en un 59% (ver resultados). Diversos 

estudios han demostrado que la actividad de los transportadores de 

neurotransmisores puede verse modificada por eventos de fosforilaclón (Casado 

et al., 1993; Gomeza et al., 1991), tal podrla ser el caso del sistema de 

transporte de Gly en las células de Müller. De ser asl, la disminución en la 

producción de ATP afectarla directamente la actividad de este sltema. Esta 

podrla ser otra de las razones por las cuales el tratamiento de las células con 

lodacetato y cianuro de potasio provoca cierta disminución en el transporte. 
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El transporte de Gly en las células de Müller también resultó ser sensible 

a los cambios de pH del medio extracelular siendo 7.4 el pH óptimo para el 

transporte. El cambio de pH en el medio puede ocasionar tanto cambios 

conformacionales en la molécula transportadora, afectando asl su función, como 

cambios en la carga de la Gly que podrían evitar que el transportador la 

reconociera como sustrato. 

El transporte de aminoácidos ha sido estudiado en distintos tipos de 

células animales y se han Identificado tanto sistemas de transporte que 

dependen de Na• como sistemas independientes de este Ión. Con base en los 

patrones de competencia entre los aminoácidos y en la dependencia iónica, 

Oxender y Christensen (1963) propusieron los siguientes sistemas de transporte 

capaces de llevar a cabo la captura de Gly en distintos tipos celulares: El 

sistema Gly, que depende de Na• y es el más especifico para la glicina, pues 

sólo transporta a este aminoácido y a su N-metli derivado, la sarcoslna, es muy 

sensible a los cambios de pH del medio y se encuentra ampliamente distribuido 

en distintos tejidos (Chrlstensen y Handlogten, 1981); el sistema A, que también 

depende de Na., cuyo sustrato son los aminoácidos que tienen una cadena 

lateral corta, polar o lineal como la glicina, la alanina y el análogo no 

metabolizable, ácido 2-aminoisobutlrico así como su derivado N-metllado el 

ácido 2-(metilamlno)isobutrrico (MeAIB), que también es muy sensible a los 

cambios de pH; el sistema ASC, también dependiente de Na·. que transporta 

principalmente aianlna, serina y cisterna, excluye a los aminoácidos N-metilados 

y transporta aminoácidos aniónlcos al disminuir el pH; y por último, el sistema L, 

que no depende de sodio sino que transporta a los aminoácidos a favor de su 

gradiente de concentración y cuyo sustrato principal son los aminoácidos 

aromáticos (Christensen, 1984). 
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Los resultados obtenidos de los ensayos de competencia demostraron 

que el sistema de transporte en las células de Müller es altamente específico 

para la glicina pues la presencia de otros aminoácidos en el medio no tuvo 

ningún efecto sobre el transporte de glicina (ver capitulo de resultados). El 

análisis de la cinética del transporte reveló que el sistema de transporte en estas 

células tiene dos componentes, uno de alta afinidad por la glicina con una Km de 

43.75 µM y una Vmax de 5.0 nmol(mg de proteina)·1(10 min)-1 y otro de baja 

afinidad por la glicina con una Km de 589 µM y una Vmax de 21.53 nmol(mg de 

proteina)-1(10 min)-1. 

Una vez identificados los dos componentes del transporte, se utilizaron 

distintas concentraciones de Gly (una alta y una baja), para estudiar la 

dependencia lónlca de los dos componentes así como su sensibilidad a la 

sarcoslna. Los resultados demostraron que el sistema de alta afinidad depende 

tanto de Na• como de c1· en el medio extracelular para llevar a cabo el 

transporte de Gly, lo que lo hace muy similar a los sistemas de transporte de alta 

afinidad que se han estudiado en el sistema nervioso, es decir, a las lsoformas 

de GL YT1 y GL YT2. En cuanto a su sensibilidad a la sarcoslna, este 

componente del sistema resultó muy sensible a la sarcoslna, disminuyendo el 

transporte en un 80%. Ya que el sistema GL YT2 es insensible a la sarcoslna, 

debe de tratarse de alguna de las isoformas de GL YT1. 

El estudio del transporte de Gly en el sistema nervioso se ha centrado en 

los sistemas de alta afinidad, pues su principal función es la de terminar la 

neurotransmlslón con la recaptura de los neurotransmisores hacia la terminal 

slnáptlca o células gliales (Kanner, 1994). Estos transportadores se han clonado 

y ha sido posible expresarlos en sistemas de expresión heteróloga como 

ovocitos de Xenopus /aevis, así como realizar estudios de hibridación In situ 

para su localización en las distintas regiones del sistema nervioso. En la tabla 8 
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se muestran las constantes de afinidad y la velocidad máxima de los sitemas de 

transporte de Gly estudiados en el sistema nervioso. Comparando las 

constantes de afinidad, el sistema de transporte que caracterizamos en las 

células de Müller {Km = 43.75 µM) es muy similar al reportado por Guastella y 

colaboradores (1992) (ver tabla 9), caracterizado en una linea celular 

denominada C6 de glioma de cerebro de rata (Km= 44.7 µM) que corresponde a 

la lsoforma GL YT1a {Llu et al, 1993). La sarcoslna inhibió en un 85% al 

transporte de Gly reportado por Guastella y colaboradores {1992) y en un 80% 

en nuestros ensayos realizados en la glia de Müller. Guastella et a/ {1992) 

relacionaron a este transportador de Gly con los receptores lnhibidores de 

glicina sensibles a estricnina. Por medio de estudios de hibridación in s/tu esta 

isoforma de GL YT1 se localizó en áreas del sistema nervioso central como la 

médula espinal y el tallo cerebral, ricas en transmisión gliclnérglca y por lo tanto 

en receptores lnhlbldores de Gly. Reportaron su presencia principalmente en 

cuerpos neuronales, aunque no descartaron la posibllldad de que se encontrara 

también en elementos gliales. Ya en el cerebelo localizaron al transportador en 

la glla de Bergmann. 

Estudios posteriores de hibridación In sltu realizados por Llu y 

colaboradores {1993) utilizando sondas especificas para GLYT1a y GLYT1b 

demostraron que la distribución de GL YT1 era generalizada y que se 

relacionaba con las áreas del sistema nervioso central donde predomina la 

transmisión excitadora en la que participan los receptores del tipo NMDA, como 

es el caso de las células granulares del cerebelo. Este mismo grupo reportó la 

existencia del sistema GL YT2 y demostró que éste, y no GL YT1, se ca-localiza 

con los receptores de glicina sensibles a estricnina. Por su parte, Smlth et a/ 

(1992) ya hablan reportado la ca-localización del transportador GL YT1 (que 

66 



corresponde a GL YT1b, Llu et al, 1993) con los receptores del tipo NMDA en el 

sistema nervioso central. 

Tabla 9. Valores de Km y Vmax de los distintos sltemas de transporte de glicina estudiados 

Transporte de glicina en las células de MOiiar de la retina 
alta afinidad ___ Km = 43.75 µM 

Vmax = 5 nmotlmg prot X 10 mln 
baja afinidad ---- Km = 569 µM 

Vmax = 21.53 nmol/ mg prot X 10 mln 

Zafra y Glménez (1966) en veslculas aisladas de cultivos de células de glioblastoma 
alta afinidad ___ Km= 100 µM 

Vmax == 0.32 nmol/mg prot X min 
baja afinidad ____ Km= 2.6 mM 

Vmax = 1.59 nmolimg prot X mln 

Zafra y Glménez (1969) en células de glloblastoma en cullivo 
alta afinidad ___ Km = 95 µM 

Vmax = 1.85 nmol/mg prot X mln 
baja afinidad---- Km = 2.45 mM 

Vmax = 13.5 nmol/mg prot X mln 

Llu Qlng-Rong et al (1992) GL YT1 de cerebro de ratón 
alta afinidad ----Km = 25 µM 

Vmax = 150 pmotlovoclto X hr 

Liu Olng-Rong et al (1993) GL YT2 de cerebro de ratón 
alta afinidad ____ Km= 17 µM 

Vmax = 36 pmolloocyte X hr 

Smllh et a/ (1992) de cerebro de rata 
alta afinidad ____ Km= 123 µM 

Klm et al (1994) de sustancia nlgra de humano y de cerebro de ratón 
alta afinidad---- Km = 70-90 µM 

Borowsky el al (1993) de células leucémlcas basofllicas de rata 
alta afinidad---- Km = 94 µM 

Guastella el al (1992) de células C6 de glloma 
alta afinidad---- Km = 44.7 µM 

Vmax = 390 pmol/ovoclto X hr 
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Otros estudios han sugerido que GL YT1 se expresa exclusivamente en 

elementos gliales, expresándose GL YT1 a principalmente en las células gllales 

presentes en al materia blanca y GL YT1 b en las células gllales presentes en la 

materia gris (Adams eta/, 1995). 

Ya que las células de Müller se orientan radlalmente desde la capa de los 

fotorreceptores hasta la capa de células ganglionares, y la vía vertical de 

transmisión de los fotorreceptores a las células bipolares y de éstas a las células 

ganglionares es excitadora, hemos relacionado al transportador de Gly de alta 

afinidad con los receptores de Glu del tipo NMDA en los que la Gly actúa como 

coagonlsta del Glu. Por otro lado, estos receptores también se han 

caracterizado en la glla de Müller (López-Colomé y Romo, 1991), por lo que el 

transportador de Gly también podría estar modulando la actividad de estos 

receptores en la misma glfa. 

El receptor de NMDA requiere para su activación que se ocupe tanto ei 

sitio de unión para el Glu como el sitio de unión para la Gly. Se ha sugerido que 

la concentración de Gly en el fluído extracelular es lo suficientemente alta como 

para saturar su sitio de unión, pues el afiadir Gly a rebanadas de cerebro tuvo 

poco efecto sobre la respuesta de los receptores de NMDA (Thomson et al., 

1989). Sin embargo, en las células granulares del cerebelo, donde el 

transportador de Gly GL YT1 es muy abundante, las corrientes slnáptlcas 

mediadas por el receptor de NMDA no se producían a menos de que se 

añadiera Gly al medio (D'Angelo et al, 1990). Esto es un Indicio de que los 

sistemas de transporte de glicina realmente pueden influenciar la actividad de 

estos receptores. 

Como ya se mencionó, el estudio de los transportadores de Gly se ha 

centrado en los sistemas de alta afinidad, por lo que poco se sabe de los 

sistemas de transporte de baja afinidad. Zafra y Glménez (1986) caracterizaron 
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un sistema de baja afinidad para la Gly tanto en veslculas obtenidas a partir de 

membranas de céulas de glloblastoma como en cultivos de células de 

glloblastoma. Dichos autores encontraron que el sistema de baja afinidad en 

estas células presenta dos componentes: el sistema A y el sistema ASC (ambos 

dependientes de Na• pero independientes de CI"). Sin embargo, la principal 

proporción del transporte de glicina la lleva a cabo el sistema ASC, que se 

expresa de manera constitutiva en las células. La constante de afinidad por la 

glicina para este sistema es de 2.45 mM y la velocidad máxima es de 13.5 

nmol(mg de prot)-'(mln)-1 y, además de la glicina, este sistema transporta a la 

serlna y a la alanina. La sarcosina tiene un leve efecto sobre este sistema de 

transporte. 

El componente de baja afinidad que se caracterizó en este trabajo 

presenta una Km de 589 µM y una Vmax de 21.53 nmol(mg de prot)"•(min)-1, y ni 

la alanlna ni la serlna afectaron el transporte de Gly. El estudio de la 

dependencia iónica de este transportador mostró una alta dependencia por el 

Na•, mientras que la ausencia de cr no afectó de manera significativa al 

transporte. Los ensayos con nigerlclna corroboraron la dependencia de Na• de 

ambos componentes; al Incubar los cultivos en medio con Na• y nlgerlclna 

(lonóforo de Na•) el gradiente de Na• a un lado y a otro de la membrana celular 

{que es la fuerza motriz del transporte), se abate por la entrada de sodio a la 

célula a favor de su gradiente de concentración, disminuyendo asl el transporte 

de Gly. Cuando se Incuba con nlgerlclna en ausencia de Na+ el transporte 

prácticamente no se modifica, ya que el gradiente de Na• no se abate. Sin 

embargo, la pequel'la disminución de alrededor del 10% que se observa en el 

transporte de Gly puede deberse a que la nlgerlcina también tunclona como un 

lonóforo de K•, ocasionando una ligera despolarización en las células que a su 

vez provocarla una pequeña disminución en el transporte. Se ha visto que en 
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condiciones fisiológicas, la despolarización de las células ocasiona que los 

transportadores de neurotransmisores funcionen en sentido opuesto liberando al 

sustrato en lugar de capturarlo (Atwell eta/., 1993). 

La sarcosina inhibió al transporte de Gly llevado a cabo por el 

componente de baja afinidad en un 50%, en condiciones de alta Gly y medio sin 

cloro. Por lo tanto, este sistema de transporte presenta caracterlstlcas muy 

distintas del resto de los sistemas de transporte de Gly de baja afinidad. Este 

sistema de transporte de baja afinidad en la glía de MOiiar podría desempei'lar 

funciones metabólicas como de nutrición. Por otro lado, podría contribuir a la 

recaptura de Gly en el espacio slnáptlco cooperando con el componente de alta 

afinidad en eliminar a la Gly poco después de ser liberada, cuando su 

concentración es alta. 

En un principio se propuso que los transportadores de glicina de alta 

afinidad estudiados en el sistema nervioso perteneclan al sistema Gly ya que, al 

Igual que este sistema, presentan una alta especificidad por la gllclna y son 

sensibles a la sarcoslna (Guastella et al, 1992; Zafra y Glménez, 1989). Con el 

descubrimiento del transportador GL YT2, Insensible a la sarcoslna, se propuso 

que GL YT1 correspondla al sistema Gly (Klm et al., 1995). Sin embargo, 

estudios realizados sobre estos transportadores, como análisis de northem blot 

e hibridación In situ, demostraron que tanto GL YT1 como GL YT2 son 

específicos del tejido neuronal, por lo que se han considerado como un sistema 

diferente del sistema Gly, el cual está presente en tejidos no neurales tales 

como hepatocltos y células sanguíneas (Smith et al., 1992). 

La presencia de un sistema de transporte de Gly en las células de la gira 

de MOiiar de la retina, apoya la Idea de que las células gliales pueden modular la 

actividad neuronal al controlar la concentración de sustancias neuroactlvas en el 

fluido extracelular que bai'la al sistema nervioso. Este transportador de Gly 
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podría modular la actividad de los receptores del tipo NMDA que participan en la 

vía vertical de transmisión en la retina, aunque también existe la posibilidad de 

que modulen la actividad de los receptores de Gly sensibles a estricnina que 

reciben estímulos gllcinérglcos principalmente de las células amacrinas (luvone, 

1986). El hecho de que las células de Müller presenten receptores a 

aminoácidos excitadores sugiere que estas células pueden participar en la 

modulación de las sinapsis entre los elementos neurales de la retina, ya que 

pueden recibir estímulos y responder a ellos. En estudios futuros se pretende 

establecer si existe alguna relación entre los receptores a aminoácidos 

excitadores y el sistema de transporte de Gly en la glla de Müller. 

Ya que la Gly puede participar en los procesos de excltotoxlcldad al 

potenciar el efecto del Glu en los receptores de NMDA, el estudio de los 

transportadores de Gly podría llevar al desarrollo de nuevas drogas para tratar 

ciertos padecimientos neurodegeneratlvos. 
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CONCLUSIONES 

A pesa.r de que estudios anteriores reportaron la ausencia de transporte 

de Gly en la glfa de la retina (Zafra et al., 1995), este estudio demuestra que las 

células de la glfa de Müller de la retina presentan dicho sistema de transporte de 

Gly. 

Este sistema es altamente especfflco para la Gly y se inhibe 

selectivamente por la sarcosina, es sensible a los cambios de pH del medio 

extracelular y presenta un pH óptimo de 7.4. 

El transporte depende del gradiente de Na• y requiere de energía energía 

metabólica, ya que el lodacetato, el cianuro de potasio y la ouabaína mostraron 

un efecto lnhibldor sobre el mismo. 

El sistema de transporte de Gly en estas células presenta dos 

componentes, uno de alta afinidad con características muy similares al 

reportado por Guastella et al (1992) y uno de baja afinidad, con características 

diferentes a los sistemas de transporte de baja afinidad reportados previamente 

(Zafra y Glménez, 1989). 

Ambos componentes dependen de la presencia de Na• y el de alta 

afinidad depende además de la presencia de cr en el medio. 

La existencia de receptores para aminoácidos excitadores y 

transportadores de Gly en las células de Müller sugiere que estas células 

participan activamente en la neurotransmisión excitadora de la retina en la que 

participan los receptores del tipo NMDA. 

72 



APÉNDICE 

Medio Eagle Modificación de Oulbecco 

mg/I 
caer. 200.00 
Fe(N0.)9H,O 0.10 
KCI 400.00 
Maso. 97.67 
NaCI 6400.00 
NaH.POH.O 125.00 
O-glucosa 4500.00 
Rojo de fenal 15.00 
L-An:ilnina 84.00 
L-Clstelna 63.00 
L-Glutamlna 584.00 
Gllclna 30.00 
L-Hlstldina 42.00 
L-lsoleucina 105.00 
L-Leuclna 105.00 
L-Llslna 146.00 
L-Metlonlna 30.00 
L-Fenllalanlna 66.00 
L-Serfna 42.00 
L-Treonlna 95.00 
L-Trlptofano 16.00 
L-Tlroslna 104.00 
L-Valina 94.00 
O-Ca pantotenato 4.00 
Cloruro de colina 4.00 
Acido Fólico 4.00 
l-lnositol 7.20 
Nlaclnamlda 4.00 
Plrodoxal 4.00 
Tiamlna 4.00 
Riboftavlna 0.40 
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